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RESUMO 
As doenças cardiovasculares representam as principais causas de morbidade e 
mortalidade no mundo, inclusive em mulheres no período pós-menopausa. 
Com a diminuição na produção dos estrógenos, observa-se o aparecimento e a 
elevação de vários fatores que podem aumentar o risco de desenvolvimento 
dessas doenças. Dentre esses fatores, o aumento da atividade ou up regulation 
do Sistema Renina-Angiotensina (SRA) tem se destacado como um importante 
mediador na fisiopatologia de várias doenças, tal qual, a hipertensão. Apesar 
de vários estudos experimentais relatarem efeitos benéficos da reposição 
hormonal com estrogênio, especificamente 17β-estradiol (E2), sobre a redução 
do risco cardiovascular, os resultados de estudos clínicos são inconclusivos. 
Desta forma, modificações no estilo de vida se fazem necessárias, como a 
incorporação da prática regular de exercícios físicos. Muitos estudos têm 
demonstrado que o exercício físico pode influenciar positivamente sobre os 
principais fatores de risco cardiovascular, inclusive em mulheres na pós-
menopausa. O objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos do 
treinamento físico crônico de natação e da terapia estrogênica sobre a 
reatividade vascular de aorta de ratas espontaneamente hipertensas (SHR) 
ovariectomizadas com foco na modulação efetuada pelo SRA. Os 
experimentos foram conduzidos com ratas SHR Sham e ovariectomizadas, as 
quais foram divididas aleatoriamente em cinco grupos: SHAM (S), 
ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas+TE2 (OE2), 
ovariectomizadas+natação (ON) e ovariectomizadas TE2+N (OE2+N). A 
reposição com E2 foi realizada por meio de injeções s.c. contendo 5 µg de 17β-
estradiol três vezes por semana. O protocolo de treinamento de natação foi 
realizado por sessenta minutos diários, de forma continua, cinco vezes por 
semana. Tanto a terapia quanto o treinamento tiveram duração de oito 
semanas. Quarenta e oito horas após a última sessão de treinamento e/ou 
tratamento, as ratas tiveram a Pressão Arterial Sistólica (PAS) aferida e após 
sacrificadas, o sangue foi coletado para dosagem de angiotensina II (Ang II). 
Para o estudo funcional de reatividade de aorta, avaliou-se a resposta 
vasoconstritora à angiotensina II e vasodilatadora à Ang-(1-7), ainda efetuando 
bloqueios farmacológicos para elucidar o mecanismo de ação. A avaliação da 
expressão das proteínas do SRA em aorta foi realizada por Western Blotting. 
Os resultados encontrados demonstram que, o grupo ON e OE2+N 
apresentaram aumento nos níveis plasmáticos de Ang II, que não foi 
acompanhado por aumento na PAS. A ovariectomia causou um aumento da 
resposta vasoconstritora a Ang II e diminuição da vasodilatação de Ang-(1-7), 
que foi prevenida pelo exercício físico ou pela sua associação com a TE2. Além 
disso, o abrandamento da resposta vasoconstritora a Ang II, assim como o 
aumento da vasodilatação a Ang-(1-7) parece ter ocorrido por um mecanismo 
envolvendo o receptor AT2 e Mas, que tiveram sua expressão aumentada no 
grupo ON e OE2+N. No grupo ON a eficiência funcional destes receptores foi 
auxiliada pelo aumento na capacidade anti-oxidante, efetuada pela superóxido 
dismutase. Pôde-se concluir que tanto o treinamento físico quanto a reposição 
com E2 exercem efeitos cardioprotetores, e a prática regular do exercício físico 
pode ser uma excelente alternativa à terapia estrogênica em mulheres na pós-
menopausa, haja vista que a associação da TE2 ao exercício não promoveu 
efeitos somatórios. 
  
ABSTRACT 
 
Cardiovascular diseases are the major source of morbidity and mortality in most 
industrialized countries including in postmenopausal women, period 
characterized by a decrease in the estrogens production. Renin Angiotensin 
System (RAS) has been highlighted as a major mediator in the pathophysiology 
of many diseases, such as hypertension. Experimental and clinical studies 
showed upregulation of RAS after menopause. Although many experimental 
works report beneficial effects of hormonal replacement with estrogens, mainly 
17β-Estradiol (E2), in the reduction of the risk to develop cardiovascular 
diseases, the results of clinical trials are so far to be conclusive. In this context, 
lifestyle modifications are necessary as the incorporation of regular physical 
training. Many studies have appointed that physical training can influence 
positively on the main cardiovascular risk factors. The aim of this study was to 
analyze the effects of chronic swimming training and estrogen therapy on 
vascular reactivity of aorta rings in ovariectomized spontaneously hypertensive 
rats (SHR) ovariectomized rats and the expression of RAS components in 
aorta. The animals were divided into five groups as following: Sham (S), 
Ovariectomized (OVX), ovariectomized treated with E2 (OTE2), 
ovariectomized+swimming (ON) and ovariectomized treated with E2 plus 
swimming (OE2+N). E2 replacement was performed by s.c. injection containing 
5 µg of 17β-Estradiol, three times a week. Swimming training was conducted by 
sixty minutes daily in a continuous way and five times per week. Both, training 
and E2 therapy started seven days after ovariectomy and lasted eight weeks. 
Forty eight hours after the last treatment and/or training session, the animals 
had the systolic blood pressure measured, then were sacrificed and blood was 
collected to measure Angiotensin II plasma levels by radioimmunoassay 
(RIA)and  to carry out two different protocols of analysis. For the functional 
study with aortic rings we evaluated the response to Ang II and Angiotensin-(1-
7) and the analysis of RAS proteins expression were made by Western Blotting 
method, which was performed in aorta artery. The results demonstrated that 
both exercise and E2 increased Ang II plasma levels. However, the systolic 
blood pressure was attenuated by treatments. The OVX group showed increase 
in the constrictor response to Ang II and decrease dilatator response to Ang-(1-
7), that was reverted by swimming training or E2 therapy associated to 
swimming. Moreover, ON and OE2+N groups showed increase in the AT2 and 
Mas receptor expression. On the other hand, the ON showed increase in the 
superoxide dismutase (SOD) anti-oxidant enzyme and only the groups treated 
with E2 showed increase on eNOS expression. Therefore, according to the 
results of the present study, we conclude that both, swimming training and E2 
treatment may play a role in the cardioprotection and the chronic practice of 
physical exercise can be a feasible alternative in relation to estrogen therapy in 
post-menopausal women. However, the association between physical exercise 
and E2 therapy not promotes additional adaptations in the parameters 
analyzed. 
 
 
  
1 INTRODUÇÃO 
 
 
O 17-β-estradiol (E2) é um hormônio sintetizado principalmente pelos ovários e 
está ligado à capacidade de ovulação das mulheres, fenômeno responsável 
pela reprodução. No entanto, os níveis deste hormônio diminuem 
significativamente em decorrência da falência ovariana, caracterizando o 
período denominado menopausa. Para que a menopausa pudesse ser definida 
de acordo com aspectos biológicos do organismo da mulher e não pela sua 
idade cronológica, um Workshop realizado nos Estados Unidos da América 
(EUA) denominado Stages of Reproductive Aging Workshop (STRAW) criou 
uma escala na vida reprodutiva feminina que varia entre -5 e +2, (Butler e 
Santoro; 2011). Assim, o período pré-menopausa e menopausa, estão 
respectivamente, na escala -1 e 0, assim como o período pós-menopausa está 
dividido em +1 e +2, sendo todos estes períodos caracterizados conforme a 
seguir: (1) Pré-menopausa: na fase de transição tardia da menopausa dois 
ciclos menstruais não ocorrem e há períodos de mais de 60 dias de 
amenorréia; (2) Menopausa: amenorréia por mais de 12 meses; (3) Pós-
menopausa: este período é dividido em dois, sendo: primeiros cinco anos após 
a menopausa; e os anos seguintes (Butler e Santoro; 2011). Nos primeiros 
cinco anos, ocorre a amenorréia, entre outras alterações biológicas marcantes, 
tais quais, declínio da síntese e secreção dos hormônios ovarianos e 
diminuição da massa óssea. Nos anos seguintes, conhecido como fase tardia 
da menopausa, o hormônio folículo estimulante (FSH) permanece elevado, 
declinando ao longo dos anos (Butler e Santoro; 2011).  
 
Estudos com objetivo de avaliar as alterações hormonais após a menopausa 
divergem quanto aos seus resultados. Estudo prévio que acompanhou as 
mulheres nos dez anos seguintes ao fim do período menstrual, não encontrou 
nenhuma alteração nas concentrações de estrona, sulfato de estrona, 
dihidroepiandrosterona e FSH em relação à fase que marca o início da 
menopausa (Jiroutek et al., 1998). No entanto, ocorreu um significativo declínio 
nas concentrações de estradiol, dihidrotestosterona, sulfato de 
dihidroepiandrosterona e hormônio luteinizante (LH) (Jiroutek et al., 1998). 
  
Entretanto, o Melbourne Women’s Mildlife Health Project, foi o primeiro grande 
estudo longitudinal que avaliou as alterações hormonais na fase de transição 
para a menopausa (Burger et al., 2007). E também encontrou diminuição nos 
níveis de estradiol, assim como em inibina A e B e nenhuma variação 
significativa de testosterona sérica total e DHEA; além disso, os resultados 
mostraram um considerável aumento nos níveis de FSH e diminuição nos 
níveis de testosterona ligada à globulina e androgênio livre (Burger et al., 
2007). De igual forma, outro grande estudo longitudinal, mostrou aumento nas 
concentrações de FSH e hormônio luteinizante após a transição para a 
menopausa, que foram declinando com o passar dos anos (Rannevik et al., 
2008). Os resultados ainda mostraram significativa diminuição nos níveis de 
E2, androstenediona, globulina ligada aos hormônios sexuais e testosterona 
(Rannevik et al., 2008). Contudo, estes estudos apresentaram em comum em 
seus resultados, diminuição significativa de E2 no período de transição entre a 
perimenopausa e a pós-menopausa. 
 
A diminuição dos estrógenos, particularmente do E2, característica 
determinante da menopausa é acompanhado de alterações biológicas no 
organismo feminino, dentre as quais podemos destacar: sintomas vasomotores 
(fogachos), atrofia urogenital, declínio cognitivo, diminuição da capacidade 
aeróbia, força muscular e densidade mineral óssea, aumento do peso corporal 
e o risco de desenvolvimento de doenças crônico degenerativas, como o 
diabetes do tipo II, a osteoporose e a doença de Alzheimer (Spritzer e Wender, 
2007), além do aumento dos biomarcadores para DAC como a proteína C-
reativa, espécies reativas de oxigênio e de citocinas inflamatórias (Reckelhoff, 
2006). 
 
Assim, para tratar estes sintomas da menopausa, inúmeros alternativas de 
tratamento foram surgindo, no qual atualmente destacamos a Terapia de 
Reposição Hormonal com E2. Historicamente, esta terapia tem seu primeiro 
relato em 1930, quando o médico pesquisador Doutor Serge Voronoff tentou o 
transplante de ovários de primatas para mulheres, mas tendo fracassado com 
esta alternativa, já que as mulheres morriam em decorrência deste 
procedimento, o pesquisador concluiu que os hormônios ovarianos deveriam 
  
ser sintetizados (Lellouch e Segal, 2001). Anos mais tarde, outro médico, o 
Doutor Robert Wilson lançou o best- seller “Feminine Forever”, no qual a 
terapia com hormônio sexual feminino sintético era denominada pílula da 
juventude, criando a promessa para todas as mulheres independente da idade 
de uma vida sexual segura e satisfatória para toda a vida (Houck, 2003). 
Entretanto, somente em 1942 foi aprovada pela Food and Drugs Administration 
(FDA) a primeira preparação para tratamento dos sintomas pós-menopausa. 
 
 
Apesar do período da menopausa coincidir com um momento em que as 
mulheres se encontram em idade mais avançada, o qual já se constitui como 
um fator de risco para doenças cardiovasculares, existem inúmeras evidências 
na literatura a partir das diferenças entre os gêneros e entre os períodos pré e 
pós-menopausa estejam relacionados principalmente aos hormônios sexuais, 
particularmente a privação de estrógenos como um fator de risco 
cardiovascular. Por exemplo, no período pré-menopausa mulheres apresentam 
menor incidência de hipertensão quando comparado a homens (Buri et al., 
2005). Entretanto, após a menopausa, aumenta a incidência de hipertensão em 
mulheres, para níveis maiores que os encontrados para homens (Buri et al., 
2005). Desta forma, as doenças cardiovasculares tornam-se a principal causa 
de morte em mulheres na pós-menopausa (Mosca et al., 2006). Ainda 
podemos notar esta repercussão do E2 sobre o sistema cardiovascular 
analisando o ciclo menstrual, uma vez que na fase lútea do ciclo menstrual 
(quando os níveis de estradiol estão altos), ocorre diminuição na pressão 
arterial comparada a fase folicular (quando os níveis de estradiol estão baixos) 
(Dunne et al., 1991). Ainda, ocorre diminuição significativa da pressão arterial 
durante a gestação (Siamopoulos et al., 1996), quando os níveis de estradiol 
aumentam em torno de 50 a 80 vezes (Kletzky et al., 1980). Por estes motivos, 
o estradiol passou a ser admitido como um hormônio cardioprotetor, 
respaldando a importância da terapia de reposição hormonal com E2. De fato, 
inúmeros estudos clínicos e experimentais conseguiram evidenciar efeitos 
benéficos deste tratamento. Em 1970 o Nurses Health Study mostrou redução 
na incidência de doenças cardiovasculares em torno de 35 a 50% em mulheres 
submetidas à terapia de reposição com E2(Manson e Martin, 2001). Estudos 
  
experimentais, também encontraram vasodilatação mediada pelo E2 em 
animais hipertensos (Dantas et al., 2002). Contudo, dois importantes estudos 
clínicos longitudinais encontraram resultados adversos. O Heart and 
Estrogen/Progestin Replacement Study (HERS I e II) demonstrou aumento na 
incidência de doença cardiovasculares e até mesmo de morte por estas 
doenças, em mulheres pós-menopausadas com cardiopatia que fizeram a 
terapia de reposição com estrogênio equino combinado e acetato de 
medroxiprogesterona (Huley et al., 1998). Outro estudo clínico, Women’s 
Health Initiative (WHI) mostrou que o início da terapia de reposição dez a vinte 
anos após a menopausa, não resultou em efeito cardioprotetor (Anderson et 
al., 2004; Rousseauw et al., 2002). Contudo, estes estudos tiveram limitações 
metodológicas que implicam diretamente na interpretação de seus resultados, 
tais quais: *inclusão de mulheres utilizando outros fármacos além dos 
prescritos para a terapia, tais como, beta-bloqueadores e aspirina; *formulação 
do estrógeno utilizado (Borelli 2005); *utilização da terapia em mulheres com 
doenças cardiovasculares pré-existentes; *início da terapia 10 anos após início 
da menopausa (Windler et al., 2007). Atualmente, os pesquisadores vêm 
sugerindo que os efeitos benéficos da terapia de reposição são maiores 
quando esta é iniciada nas fases da peri-menopausa, quando comparado a 
pós-menopausa, sendo denominado de “timing hypothesis”. De fato, os novos 
resultados do WHI dão suporte ao timing hypothesis, uma vez que as mulheres 
entre 50 e 59 tiveram maiores benefícios com a terapia quando comparada 
àquelas que iniciaram dez anos após início da menopausa, já que as 
alterações morfo-funcionais no sistema cardiovascular durante este período em 
que o organismo não foi exposto ao E2 não podem mais ser revertidas pela 
terapia (Rossouw et al., 2007).  
 
Por fim, podemos admitir a partir dos estudos supracitados que o E2 apresenta 
efeito sobre o sistema cardiovascular e isso pode ocorrer por inúmeros 
mecanismos, dentre os quais iremos abordar a modulação deste hormônio 
sobre o Sistema Renina-Angiotensina (SRA). Este sistema é considerado um 
dos mais importantes para o controle da pressão arterial e volume sanguíneo e 
parece estar ativado ou submetido a upregulation no período pós-menopausa 
(Schunkert et al., 1997), por sua vez, podendo participar da instalação dos 
  
níveis pressóricos elevados decorrentes da hipertensão no período pós-
menopausa. Assim, em seções subsequentes será abordado a relação entre 
menopausa, SRA e Hipertensão. 
 
1.1 Modelos experimentais de menopausa, hipertensão e hipertensão na 
menopausa 
 
(a) Modelo de menopausa: Pesquisas experimentais buscando elucidar 
aspectos biológicos da menopausa, somente podem ser realizadas com 
animais que experimentam a escamação do endométrio, tal qual em 
mulheres. Assim, primatas seriam o modelo experimental mais 
adequado para estes estudos (Wu et al., 2005). Contudo, o alto custo, 
controle de variáveis complexas no estilo de vida e tempo requerido são 
fatores limitantes em estudos com estes animais (Wu et al., 2005). Por 
isso, outros modelos experimentais podem ser requeridos, como aves e 
roedores, sendo estes últimos ratas e camundongos fêmeas (Wu et al., 
2005). A maturidade sexual da rata ocorre em torno da sexta semana de 
vida (Andreollo et al., 2012) e cessam a ovulação em torno de 12 meses 
de idade, mas continuam a secretar hormônios esteróides pelas 
gônadas (Nelson, 2008), diferindo do processo de menopausa que 
ocorre em humanos. Assim, a ovariectomia (OVX) nestes animais 
tornou-se uma importante ferramenta para mimetizar o processo de 
menopausa que ocorre em humanos, pois este procedimento acarreta 
uma diminuição na concentração plasmática de 17-β-estradiol pós-
cirurgia.  
(b) Rato Espontaneamente Hipertenso: dentre os inúmeros modelos 
experimentais de hipertensão, um dos mais bem estudados é o rato 
espontaneamente hipertenso (SHR; do inglês Spontaneously 
Hypertensive Rat). Este animal caracteriza-se por apresentar uma 
fisiopatogenia da hipertensão similar à dos humanos, isto é, a causa da 
hipertensão é poligênica e caracterizada funcionalmente por aumento na 
resistência vascular periférica e diminuição no débito cardíaco (Fazan Jr, 
et al.; 2001). O SHR começa a desenvolver a hipertensão na quinta 
semana de vida, já sendo considerado hipertenso entre a sétima e 
  
décima semana e alcançando um platô pressórico entre a vigésima e 
vigésima oitava semana. Cabe ressaltar, que não há influencia sexual 
nesse desenvolvimento (Yamori, 1984). Assim, a cirurgia de 
ovariectomia em fêmeas SHR torna-se um importante procedimento 
para estudar os efeitos da hipertensão no período pós-menopausa, uma 
vez que não existe nenhum animal normotenso que desenvolve 
hipertensão com a idade. 
Em ratas SHR a atividade da renina plasmática parece aumentar com o 
decorrer da idade. E, o tratamento destes animais com losartan, 
normaliza a pressão arterial (Reckelhoff e Fortepiani; 2004). Assim, a 
partir destes dados podemos admitir que o SRA aumenta sua atividade 
no decorrer do tempo e ainda apresenta um importante papel na 
progressão da doença neste modelo experimental de hipertensão. 
 
De acordo com o exposto anteriormente, podemos afirmar que a ovariectomia 
em animais SHR torna-se um importante modelo para estudar a repercussão 
do SRA na hipertensão pós-menopausa. 
 
1.2 A repercussão do 17-β-estradiol sobre o SRA 
 
1.2.1 Estrogênio 
 
Em humanos o hipotálamo secreta o hormônio estimulante de gonadotropina 
que estimula a hipófise anterior a secretar LH e FSH (Ackerman e Carr; 2002). 
Em mulheres, o LH estimula as células da Teca nos ovários a sintetizar 
andronestediona, este que então nas células da granulosa é convertido em 
estrona pela P450 aromatase (Ackerman e Carr; 2002). Por conseguinte, a 
estrona é convertida em E2, pela enzima 17-β dexohidrogenase do tipo I, 
sendo a expressão desta enzima aumentada por estimulo do FSH (Ackerman e 
Carr; 2002). Em mulheres no período fértil quase todo o E2 é sintetizado pelos 
folículos ovarianos (Ackerman GE, Carr BR; 2002). As ações genômicas deste 
hormônio são mediadas por dois receptores: receptor de estrogênio α (ER α, 
do inglês Estrogen Receptor α) e receptor de estrogênio β (ER β, do inglês 
  
Estrogen Receptor β). A principal função do estrogênio é o crescimento dos 
tecidos, dos órgãos sexuais femininos e de outros tecidos relacionados com a 
reprodução (Ackerman e Carr; 2002). No entanto, o E2 apresenta outra 
importante função de proteção cardiovascular, conforme abordado 
anteriormente. 
 
1.2.2 O Sistema Renina Angiotensina (SRA) 
 
O SRA é considerado o maior regulador da função renal e cardiovascular, por 
meio de ações diretas sobre o equilíbrio hidroeletrolítico e tônus vascular 
(Ferreira, Santos; 2005). A via clássica de ativação deste sistema está bem 
elucidada, na qual a diminuição da concentração de cloreto de sódio sensibiliza 
as células justaglomerulares dos rins a secretarem a enzima renina, 
responsável pela clivagem do angiotensinogênio em angiotensina I (Ang I) 
(Carey e Siragy;  2003). Por conseguinte, A Ang I é catalisada pela enzima 
conversora de angiotensina (ECA) em angiotensina II (Ang II), este peptídeo 
pode se ligar aos seus receptores de angiotensina II do tipo 1 (AT1) exercendo 
importantes efeitos, tais quais, contração do músculo liso vascular, taquicardia, 
estimulação da secreção de aldosterona e aumento na reabsorção renal de 
sódio (Carey e Siragy; 2003). Os efeitos pressóricos da Ang II via AT1 pode 
ocorrer pela ativação de 5 vias diferentes: ativação da fosfolipase A2, 
fosfolipase C, fosfolipase D e canais de Ca2+ do tipo L e inibição da adenilato 
ciclase (Dinh et al., 2001). O efeito pressórico final pode ser potencializado pela 
degradação da bradicinina (um agente vasodilatador e natriurético) em seu 
metabólito inativo, a bradicina (1-7) (Carey e Siragy; 2003). 
 
Nos últimos anos, com a evolução das técnicas de biologia molecular foi 
possível uma identificação mais complexa do funcionamento do SRA (Ferreira 
AJ, Santos RAS; 2005). Pôde-se reconhecer a presença de vias alternativas, 
as quais estão intimamente relacionadas ao processo de vasodilatação, por 
meio da ligação de Ang II com os receptores de angiotensina II do tipo 2 (AT2), 
  
tanto quanto pela metabolização da Ang II em angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)], 
reação catalisada pela ECA2, no qual este heptapeptídeo desencadeia suas 
funções por meio do receptor Mas (Ferreira e Santos; 2005). 
 
A Ang-(1-7) pode ser formada a partir da Ang I por meio da neutral-
endopeptidase (NEP) ou pela prolil-endopeptidase (PEP), ou seja, por vias 
independentes da ECA (Carey, Siragy; 2003). Contudo, no início do ano 2000, 
dois grupos de pesquisadores distintos descobriram uma enzima homóloga à 
ECA, denominada ECA2 (Donoghue et al, 2000; Tipnis et al, 2000) . Em 
princípio, acreditava-se que esta enzima tinha uma ação primária na geração 
da Ang-(1-9) (Donoghue et al, 2000). Por conseguinte, demonstrou-se que a 
eficiência catalítica desta enzima é 400 vezes maior para Ang II, quando 
comparada a Ang I (Vickers et al, 2002). Desta forma, a ECA2 catalisa 
preferencialmente a Ang II em Ang-(1-7). Este hormônio exerce seus efeitos 
por meio da ligação com o receptor Mas acoplado à proteína-G, embora 
existam evidências de que as respostas fisiológicas deste hormônio ocorram 
por meio da ligação com os receptores de angiotensina II, AT1 ou AT2, uma vez 
que o bloqueio destes receptores não resulta em respostas fisiológicas 
mediadas pela Ang-(1-7) (Carey, Siragy; 2003) ou pela interação do receptor 
Mas com o receptor de bradicinina (BK) (Ferreira, Santos; 2005). Estudo 
evidenciou que a vasodilatação mediada pela Ang-(1-7) pode ocorrer por meio 
da ligação com um subtipo de receptor Mas, haja vista, que em anéis de aorta 
o bloqueio do Mas com A779, promoveu resposta vasodilatadora similar a 
situação controle (Silva et al., 2007). Além disso, Castro et al. (2005) 
mostraram uma evidência para interação de Ang-(1-7) com os receptores AT1 
e AT2. Corações de camundongos foram perfundidos com solução Krebs-
Ringer contendo Ang-(1-7), assim como bloqueadores dos receptores de 
angiotensina II, AT1 e AT2. Os resultados mostraram que na presença de 
losartan+Ang-(1-7) houve redução significativa na pressão de perfusão 
coronariana, efeito este revertido pela presença do A779. No entanto, resposta 
interessante foi encontrada quando na solução contendo Ang-(1-7) foi 
adicionado bloqueador de AT2, PD123319, resultando em aumento da pressão 
de perfusão coronariana e não sofrendo alterações com adição de A779 e/ou 
losartan. A partir destes resultados, os autores concluíram que o bloqueio de 
  
AT1 produz vasodilatação mediada pela interação entre Mas e Ang-(1-7), 
processo modulado pelo bloqueio de AT2, mostrando assim que as ações de 
Ang-(1-7) via receptor Mas pode ocorrer por interação com AT1 e AT2 (Castro 
et al., 2005). No mesmo sentido, em camundongos o agonista do receptor Mas 
AVE 0991 induziu um efeito antidiurético que foi completamente bloqueado 
pelo A779 e antagonistas de AT2, assim como estes efeitos foram parcialmente 
bloqueados pelos antagonistas de AT1 (Pinheiro et al., 2004). Cabe ressaltar, 
que o efeito anti-hipertensivo do bloqueador de AT1 (losartan) se deve em 
parte ao aumento nos níveis circulantes de Ang-(1-7) (Iyer et al., 1998; Collister 
et al., 2003). Por fim, a inativação da Ang-(1-7) ocorre pela sua metabolização 
em Ang-(1-5), um subproduto metabólico inativo, catalisado pela ECA (Santos e 
Ferreira; 2007). 
 
A Ang-(1-7) apresenta uma expressão tecidual significativa no coração, rins e 
vasos sanguíneos (endotélio), tanto em humanos, quanto em animais 
experimentais (Carey e Siragy; 2003).  No coração, este hormônio exerce um 
efeito cardioprotetor, tais quais, diminuição do remodelamento cardíaco por 
meio da diminuição de fibrose e hipertrofia, assim como efeito anti-
arritmogênico, considerados independentes de alterações pressóricas (Carey e 
Siragy; 2003). Nos rins, a Ang-(1-7) apresenta efeitos complexos como inibição 
da fosforilação da mitogen-activated protein (MAP) kinase pela Ang II e 
natriurese (efeito evidenciado in vitro) (Santos e Ferreira; 2007). Nos vasos 
sanguíneos sua ação vasodilatadora ocorre por um mecanismo endotélio-
dependente, via fosforilação da eNOS, aumento na síntese de óxido nítrico 
(NO), aumento nos níveis de prostanóides vasodilatadores, fator 
hiperpolarizante derivado do endotélio (FHDE) e diminuição da resposta 
vasoconstritora de Ang II (Carey e Siragy; 2003). Ainda, foi demonstrado que a 
Ang-(1-7) potencializa o efeito vasodilatador da bradicinina em vários leitos e 
espécies (Santos, Ferreira; 2007). Desta forma, o eixo vasodilatador 
ECA2/Ang-(1-7)/Receptor Mas tem sido apresentado como um mecanismo 
contra-regulatório do eixo vasoconstritor ECA/Ang II/AT1 (Ferreira e Santos; 
2005). 
 
  
A ligação da Ang II pode ocorrer com os receptores AT1 ou AT2, visto que 
apresentam 34% de aminoácidos homólogos (Carey e Siragy; 2003). Os 
receptores AT2 são expressos em tecido mesenquimal fetal de homens e 
roedores, mas após nascimento seus níveis diminuem significativamente, 
sendo encontrado em baixas concentrações nos rins, coração e músculo liso 
vascular de adultos, razão pela qual se torna difícil a avaliação molecular e 
funcional destes receptores (Carey e Siragy; 2003). O mecanismo de ativação 
destes receptores ainda não está completamente esclarecido, embora existam 
evidências de ocorrer por um mecanismo via proteína G dependente e 
independente, resultando em respostas nas quais podemos destacar: abertura 
de canais de K+ retificador tardio, ativação da fosfolipase A2, geração de 
prostaglandina e estimulação de ceramida, respostas estas que podem ser 
sustentadas por um longo tempo, já que estes receptores não são passivos do 
fenômeno de taquifilaxia  (Carey e Siragy;  2003). Particularmente, nos vasos 
sanguíneos os receptores AT2 promovem vasodilatação por um mecanismo 
envolvendo bradicinina, NO e GMPc (Carey e Siragy;  2003) . 
 
Em revisão de Carey e Siragy (2003) foi reportado que os receptores AT2 
causam vasodilatação em situações de administração de drogas antagonistas 
de AT1, em decorrência de maior secreção de renina pelas células 
justaglomerulares, levando ao aumento da formação de Ang II, que nestas 
condições, ligam-se aos receptores AT2 resultando em vasodilatação (Butler, 
Santoro; 2011). Em contrapartida outro estudo demonstrou em animais 
normotensos a vasodilatação da Ang II mediada pelos receptores AT2 tanto na 
ausência de antagonistas de AT1 (por meio do CGP-42112A, agonista de AT2), 
quanto na presença destes fármacos (Carey et al., 2001). Resultados similares 
foram encontrados no leito mesentérico de ratos (Moura et al., 2004), e em 
artéria coronária de humanos (Batenburg et al., 2004). No entanto, em 
microartérias coronárias de porcos apesar da expressão dos receptores AT2 
ter sido duas vezes maior que a de AT1, a resposta vasomotora da Ang II se 
mostrou bifásica, apresentando vasoconstrição sob baixas doses e 
vasodilatação em altas doses (Zhang et al., 2004) . 
  
 
1.2.3 Efeitos vasculares do 17-β-estradiol sobre o SRA 
 
Está bem estabelecido na literatura que o E2 apresenta um papel 
cardioprotetor, devendo-se em grande parte à sua modulação sobre o SRA 
(Dantas et al., 2002). Por sua vez, este sistema tem sua expressão aumentada 
e está mais ativado na condição de hipertensão, doença que como reportado 
anteriormente, aumenta a incidência durante a fase da menopausa. Sendo 
assim, este tópico irá abordar a modulação do E2 sobre o SRA, destacando 
esses efeitos na hipertensão pós-menopausa. 
 
Analisando a base da via vasoconstritora do SRA, a literatura reporta que o E2 
diminui a liberação de renina (Schunkert et al., 1997) e diminui a atividade da 
ECA plasmática e vascular (Schunkert et al., 1997; Gallagher et al., 1999; 
Proudler et al., 1995). Por outro lado, aumenta a secreção de 
angiotensinogênio (Cranes, Harris; 1978), mas causando diminuição nos níveis 
plasmáticos de Ang II (Schunkert et al., 1997). Além disso, o E2 causa 
diminuição na expressão do receptor AT1 no músculo liso vascular de ratos 
(Nickenig et al., 1998; Yung et al., 2011) e diminuição na resposta pressórica 
de Ang II, haja vista, que camundongos infundidos cronicamente com Ang II 
tiveram aumento na resposta vasoconstritora deste peptídeo em decorrência 
da ovariectomia (Xu et al., 2005). 
 
Particularmente na condição de hipertensão, estudo conduzido com ratas 
hipertensas que apresentam up regulation do SRA, mostrou que a Terapia 
Estrogênica (TE2) diminuiu a concentração plasmática de renina, a atividade 
da ECA sérica e a concentração plasmática de Ang II (Chapell et al., 2003). Por 
sua vez, a ovariectomia em ratas hipertensas promoveu aumento na expressão 
do RNAm do receptor AT1 em aorta, assim como nos rins (Yanes et al., 2010), 
  
efeito revertido pela TE2  (Wassmann et al., 2001). Além disso, o tratamento de 
ratas stroke-prone SHR com genisteína, um fitoestrógeno, promoveu 
diminuição na expressão do receptor AT1 em células endoteliais de aorta (Xu 
et al., 2004). Desta forma, ratas hipertensas submetidas à ovariectomia, 
apresentam aumento da atividade do eixo vasoconstritor ECA/Ang II/AT1, fato 
que pode estar associado ao aumento nos níveis pressóricos destes animais. 
Por outro lado, a TE2 reverte estes efeitos.  
 
Yung e seus colaboradores (2011) buscaram elucidar o mecanismo pelo qual a 
ovariectomia acarreta disfunção endotelial em ratas normotensas. Assim, os 
dados mostraram que o grupo ovariectomizado apresentou um prejuízo na 
vasodilatação mediada pela Acetilcolina (Ach), agente vasodilatador 
dependente do endotélio, em anéis de aorta torácica. Por conseguinte, a 
incubação destes vasos, tanto com apocinina (inibidor da NAD(P)H oxidade), 
quanto losartan (bloqueador de AT1), restaurou este prejuízo, não havendo 
efeitos adicionais quando associado ambos. Outro bloqueio foi realizado, 
associando tiron+DETCA (ácido dietilditiocarbamato), respectivamente, um 
scavenger intracelular do ânion superóxido e inibidor da superóxido dismutase 
(SOD), e foi reestabelecido o relaxamento dependente do endotélio mediado 
pela Ach. Além disso, o tratamento crônico com enalapril (inibidor da ECA) ou 
valsartan (bloqueador de AT1) também reverteu este prejuízo. Estes dados 
funcionais foram acompanhados dos seguintes achados moleculares com o 
tratamento crônico com valsartan: aumento da eNOS fosforilada no fragmento 
de serina1177, diminuição na expressão ECA, do receptor AT1, das 
subunidades gp91phox e p22phox da NAD(P)H oxidase; além de diminuição na 
geração de espécies reativas de oxigênio e de nitrotirosina (um marcador do 
estresse oxidativo) (Yung et al., 2011). Estes dados levaram os autores a 
seguinte conclusão a cerca da repercussão da ovariectomia sobre o SRA em 
aorta: ocorre o aumento na expressão da ECA, de Ang II, do receptor AT1, na 
produção das espécies reativas de oxigênio devido ao aumento na expressão e 
atividade da NAD(P)H oxidase. Ainda, este aumento nas espécies reativas de 
oxigênio, entre eles o ânion superóxido, promove aumento na formação de 
  
peróxido de nitrito a partir do NO, diminuindo a biodisponibilidade deste 
importante agente vasodilatador (Yung et al., 2011). Em um estudo prévio 
conduzido com ratas SHR, mecanismo similar foi evidenciado em ratas SHR, 
no qual a resposta constritora da Ang II foi aumentada nas ratas 
ovariectomizadas acompanhado de aumento na expressão do RNAm de AT1, 
aumento na produção das espécies reativas de oxigênio e diminuição na 
biodisponibilidade de NO (Wassman et al., 2001). Ademais, o tratamento de 
ratas SHR pós-menopausada com Vitamina C e E promoveu redução da 
pressão arterial, suportando efetivo papel do estrese oxidativo em mediar a 
hipertensão neste período (Fortepiani et al., 2003). Estes estudos nos permitem 
afirmar, que independente da linhagem, a diminuição dos níveis de estradiol, 
acarreta na aorta, aumento na expressão e atividade do eixo vasoconstritor do 
SRA, que irá acarretar aumento nas espécies reativas e oxigênio, diminuindo a 
biodisponibilidade de NO e aumentando a eficiência constritora de Ang II. 
Particularmente, fêmeas SHR têm estes efeitos revertidos quando submetidos 
a TE2. 
 
Outra modulação que pode ocorrer em decorrência do estradiol é sobre o 
receptor AT2. Por exemplo, estudo reportou que a TE2 em ratas 
ovariectomizadas aumenta a expressão dos receptores AT2 no rim de ratas 
ovariectomizadas (Baiardi et al., 2005). Além disso, este estudo evidenciou a 
presença do receptor AT2 na artéria arqueada somente das fêmeas, mas não 
de machos (Baiardi et al., 2005). Como abordado anteriormente, a ligação de 
Ang II com o receptor AT2 promove vasodilatação (Carey, Siragy; 2003), 
embora esta ação seja contestada por outros pesquisadores que acreditam que 
AT2 somente contrabalanceia os efeitos pressóricos deste peptídeo via AT1 
(Van Esch et al, 2006). Assim, estudos demonstraram que em ratas a infusão 
crônica de baixas doses de Ang II promoveu aumento na expressão do 
receptor AT2 no rim e diminuição da pressão arterial, sendo este efeito perdido 
quando administrado bloqueador do receptor AT2, PD123319 (Sampson et al., 
2008). Por fim, outro estudo mostrou em ratas prenhas (período no qual os 
níveis de estrogênio aumentam significativamente para que haja a manutenção 
  
da gestação) aumento na expressão de AT2, acompanhado de maior ativação 
da eNOS e vasodilatação, quando comparada às ratas virgens (Stenett et al., 
2009). 
 
Em outro estudo conduzido com ratas prenhas  foi encontrado no plasma, 
aumento na concentração da renina, angiotensinogênio e ECA, fato que não foi 
acompanhado por aumento plasmático de Ang I, Ang II e Ang-(1-7), apesar do 
aumento da Ang I e Ang-(1-7) nos rins (Neves et al., 2003). Além disso, as 
ratas prenhas apresentaram maior vasodilatação à Ang-(1-7) em microartérias 
de resistência mesentéricas quando comparado às ratas virgens, resultado 
suprimido pela adição do [D-Ala7]-Ang-(1-7), bloqueador do receptor Mas 
(Neves et al., 2003). Por outro lado, em ratas ovariectomizadas submetidas a 
TE2 com baixas concentrações de E2, a resposta vasodilatadora a Ang-(1-7) 
não foi alterada em anéis de aorta.  Entretanto, as ratas que receberam alta 
concentração de estrogênio apresentaram atenuação significativa da resposta 
vasodilatadora a Ang-(1-7) e da resposta vasoconstritora a Ang II (Grobe e 
Katovich, 2006). Além disso, Sampson et al. (2008) mostraram que ratas 
apresentam maior expressão no rim da ECA2 quando comparada aos machos 
de sua espécie e ainda, os hormônios ovarianos, como o E2, parece não 
modular a expressão de Ang-(1-7) e do receptor Mas no endométrio, haja vista 
abundância deste peptídeo e receptor em ratas ovariectomizadas comparadas 
às ratas tratadas com E2 (Vaz-Silva et al, 2012). 
 
 
1.3 Papel do 17-β-estradiol sobre o Óxido Nítrico (NO) 
 
O E2 apresenta importante papel na modulação do crescimento celular 
vascular, levando a migração e proliferação de células endoteliais e a inibição 
da migração e proliferação do músculo liso vascular (Geraldes et al., 2002). 
  
Assim, de uma forma indireta, podendo alterar o tônus vascular por intermédio 
destas ações estruturais sobre o vaso sanguíneo. Ademais, o estrogênio pode 
alterar o tônus vascular por de meio de suas ações de modulação sobre a 
síntese/liberação/bioatividade dos Fatores de Relaxamento Derivados do 
Endotélio (FRDE), como o NO. 
 
Oxido Nítrico (NO, do inglês Nitric Oxide) 
 
O NO é um gás endógeno com capacidade de difundir-se facilmente pelas 
membranas biológicas. O NO liberado pelas células endoteliais trabalha 
sinergicamente com a prostaciclina para inibir a agregação plaquetária, a 
fixação de neutrófilos e a expressão de moléculas de adesão (Radomnski et 
al., 1987). O NO em altas concentrações inibe a proliferação do músculo liso 
vascular (Garg, Assid; 1989). A sua via de biossíntese depende do substrato, 
L-arginina, que é clivado em NO e L-citrulina, por uma classe de enzimas 
conhecida como NO sintases, sendo elas: eNOS (endotelial NO sintase), nNOS 
(neural NO sintase) e a iNOS ou Mt NOS (induzível NO sintase). 
 
A liberação basal do NO no vaso sanguíneo promovido pela eNOS é o fator 
determinante pelo controle do tônus vascular e da pressão arterial. Além disso, 
o NO pode ser liberado em resposta ao shear stress (estresse de 
cisalhamento) ou por agentes vasodilatadores causando relaxamento muscular 
(Munzel et al., 2005). 
 
A ativação completa da eNOS  envolve duas fases uma de (a) dissociação e 
outra de (b) translocação da membrana plasmática, sendo que o estrogênio 
estimula ambas as fases, respectivamente, (a) via interação com o seu 
receptore-α e aumentando os níveis intracelulares de inusitol 1,4,5-trifosfato 
  
(IP3) e (b) via interação  com os receptores de estrogenio-α ativando proteína 
kinase ativada mitogenica (MAPK)  e proteína kinase B/Akt, resultando em 
aumento na liberação de NO pelo endotélio (Orshal e Khalil; 2004). Além disso, 
como a eNOS é uma isoforma dependente de Cálcio (Ca2+) para sua ativação, 
o estrogênio  parece aumentar os níveis intracelulares deste íon, além de 
promover a interação das proteínas de shock 90 com a eNOS, assim 
recrutando menores quantidades de Ca2+ para ativação dessa isoforma de 
NOS (Orshal e Khalil; 2004). Estas são consideradas ações não-genômicas do 
estrogênio. Além disso, este hormônio tem ações genômicas no endotélio 
vascular, promovendo aumento da expressão da eNOS (Orshal e Khalil; 2004) 
e diminuição da proteína de membrana calveolina (Chambliss e Shaul; 2002), 
que tem o papel de se ligar a eNOS, mantendo-a na sua forma inativa.  
 
Resultados de estudos clínicos e experimentais em situação de pós-
menopausa são consistentes com a noção que os estrógenos aumentam a 
biodisponibilidade de NO, já que a vasodilatação dependente do endotélio, as 
concentrações plasmáticas de nitrato/nitrito os quais são marcadores da 
produção de NO, e as respostas vasoconstritoras ao bloqueio agudo da eNOS 
estão todos aumentados na vasculatura periférica após exposição aos 
estrógenos (Best et al., 1998; Kawano et al., 1997; Lieberman et al., 1994). 
 
Por fim, podemos destacar que a diminuição da biodisponibilidade de NO pode 
estar associada à falta de substratos ou co-fatores para eNOS, alterações na 
sinalização celular de tal forma que a eNOS não esteja devidamente ativada, 
diminuição da expressão da eNOS e acelerada degradação do NO pelas 
espécies reativas de oxigênio (Cai e Harrison; 2000). Cabe ressaltar, que este 
último fator está diretamente associado a maior atividade d SRA, e 
particularmente, os receptores deste sistema que promovem vasodilatação, 
AT2 e Mas, tem seus efeitos vasodilatadores intermediados pelo NO, assim o 
aumento na sua biodisponibilidade determina a eficiência vasodilatadora destes 
receptores. 
  
 
1.3.1 Papel do 17-β-estradiol sobre o aumento da biodisponibilidade de NO: 
efeito sobre o sistema anti-oxidante 
 
A biodisponibilidade do NO é determinada pelas espécies reativas de oxigênio, 
principalmente o ânion superóxido (O2
•-), que reage com NO formando peróxido 
de nitrito (ONOO-) e consequentemente diminuindo a biodisponibilidade deste 
importante fator vasodilatador (Strehlow et al. 2003). Assim, a diminuição na 
formação do ânion superóxido pode ocorrer pelo sistema enzimático, no qual 
destacamos o papel da superóxido dismutase (SOD). Em mamiferos, três 
isoformas da SOD foram identificadas: a citoplasmática, que também é 
encontrada no espaço intermembranas mitocondrial, CuZn-SOD (SOD-1), a 
mitocôndrial Mn-SOD (SOD-2) e a extracelular CuZn-SOD (SOD-3 ou ecSOD). 
Essas três isoformas catalizam a mesma reação, a dismutação do O2•- em 
H2O2, que posteriormente é convertido em H2O e O2 pelas enzimas, catalase e 
glutationa peroxidase (Scheneider e Oliveira; 2004). 
 
Neste sentido, os estrógenos podem ainda aumentar indiretamente a 
biodisponibilidade de NO mediante suas propriedades antioxidantes. Nessa 
linha, estudos demonstraram que o E2 pode regular a expressão gênica de 
enzimas antioxidantes. O estudo de Kang et al. (2011), mostrou em arteríolas 
coronarianas que o tratamento com E2 aumentou a expressão da SOD-1, 
porém, não exerceu qualquer efeito sobre a expressão da catalase. Strehlow et 
al. (2003) demonstraram in vivo e in vitro que o E2 pode aumentar a expressão 
proteíca e do RNAm das isoformas da enzima superóxido dismutase 
mitocondrial e extracelular (SOD-2 e 3 respectivamente), além da atividade 
dessa enzima. Particularmente, estudo conduzido com rata SHR mostrou que a 
ovariectomia foi seguida de aumento na produção de ânion superóxido nos 
microvasos do leito mesentérico e a tratamento com a SOD restaurou o 
  
prejuízo na vasodilatação dependente do endotélio diminuída pela ovariectomia 
(Dantas et al., 2002). 
 
1.4 Papel do Exercício Físico sobre o SRA: foco em modelos 
experimentais de hipertensão e/ou ovariectomizados 
 
De acordo com o exposto até este tópico, o aumento da incidência de doenças 
cardiovasculares e por sua vez, o aumento no índice de mortalidade, aumenta 
nas mulheres no período pós-menopausa. Uma associação entre os níveis 
diminuídos de E2 na fase pós-menopausa tem sido associado ao 
desenvolvimento de doenças cardiovasculares, tal qual, a hipertensão, uma 
vez que este hormônio tem reconhecido papel no controle da pressão arterial. 
Paralelamente, o organismo feminino passa por uma série de alterações 
fisiológicas, que podem ser parcialmente ou completamente revertidas pela 
terapia de reposição hormonal com E2, ao mesmo tempo que, modula a 
pressão arterial, diminuindo os níveis pressóricos, efeito extremamente 
importante para mulheres hipertensas. Contudo, a partir e resultados clínicos, 
especula-se que esta medida de intervenção, possa repercutir negativamente 
sobre o organismo feminino (Sare et al, 2008). Assim, outras medidas devem 
ser estudadas para que possam se consolidar como uma terapia efetiva para 
manutenção da integridade física das mulheres nesta fase da vida. Neste 
sentido, o exercício físico vem se destacando como uma medida não-
farmacológica, de baixo ônus e com desconhecidos efeitos adversos relevantes 
quando bem prescrito, para as mulheres na menopausa. E, especificamente, a 
cerca destes efeitos sobre o controle da pressão arterial em mulheres 
hipertensas é que o exercício físico vem ganhando espaço como uma das 
terapias mais efetivas. 
 
O treinamento aeróbio é recomendado como potente adjuvante no tratamento 
da hipertensão, pois atenua (mas não normaliza) a pressão arterial em repouso 
  
tanto de animais (Brum et al., 2000; Melo RM et al., 2003; Felix JV e Michelini 
LC, 2007; Amaral et al., 2000), quanto humanos (Laterza et al., 2007; Cardoso 
2010). Ainda, estudo clínico mostrou que a prática regular de exercício físico, 
acarreta controle no ganho de peso corporal, diminuindo assim o risco de 
desenvolvimento de hipertensão (Hu et al., 2004).  
 
Estudos experimentais são divergentes no que se refere ao exercício como 
modulador do controle da pressão arterial em repouso em fêmeas SHR, haja 
vista, que alguns estudos mostraram diminuição da pressão arterial (Ikeda T et 
al., 1994; Flues et al., 2010),  enquanto outros não foram capazes de mostrar 
este efeito advindo do treinamento (Amaral et al., 2008; Coimbra et al., 2008). 
De fato, o exercício consegue modular o SRA, mesmo que não aja repercussão 
sobre a pressão arterial. A partir deste ponto iremos abordar o papel do 
exercício físico na modulação do SRA de ratas, no entanto devido à escassez 
de trabalhos estudando esse assunto, também iremos reportar os efeitos do 
treinamento em machos. 
 
Durante a prática de exercícios físicos o fluxo sanguíneo passa por um 
importante redirecionamento do estômago, intestino delgado, intestino grosso, 
pâncreas e principalmente dos vasos esplânicos e rins, com objetivo de 
aumentar o fluxo para os músculos esqueléticos metabolicamente ativos 
(Musch et al., 1987). Neste processo, a Ang II apresenta um importante papel 
vasoconstritor nestes tecidos metabolicamente menos ativos (Stebbins e 
Simons, 1995) e mais recentemente foi evidenciado que este efeito também se 
estende à veia porta (Chies et al., 2010). 
 
O exercício físico crônico também apresenta efeitos sobre o SRA. Filho e 
colaboradores (2008), encontraram diminuição plasmática de Ang II, tanto em 
ratos normotensos, quanto hipertensos. Por conseguinte, outro estudo 
demonstrou em ratos Wistar que o treinamento crônico ou uma única sessão 
de corrida, promove atenuação da resposta vasoconstritora de Ang II em aorta 
de ratos em um processo endotélio-independente (Izawa et al., 1995). 
  
 
A atenuação da resposta vasoconstritora da Ang II mediada pelo exercício 
físico ocorre por modulação na expressão dos receptores deste hormônio. 
Sabe-se que a ligação da Ang II com o receptor AT1 pode ativar a gp91
phox (ou 
Nox2), enzima responsável pelo aumento nas espécies reativas de oxigênio , 
por sua vez resulta em diminuindo da biodisponibilidade de NO (Rush e 
Aultman, 2008). Em pacientes com doença arterial coronariana o exercício 
físico promoveu em artéria mamária diminuição na expressão da proteína, 
assim como do RNAm de AT1 e aumento na expressão do RNAm de AT2, 
diminuição da expressão do RNAm das glicoproteínas associada ao NAD(P)H 
oxidase, gp91phox (ou Nox 2), Nox 4 (outra enzima homóloga a gp91phox, 
presente em células endoteliais e de músculo liso vascular) e p22phox (Adams et 
al., 2005). Por sua vez, estas alterações moleculares foram acompanhadas de 
menor produção de espécies reativas de oxigênio, resultando em atenuação da 
resposta vasoconstritora máxima a Ang II (Adams et al., 2005).  
 
Em machos SHR, o exercício físico de natação afeta diferentemente a 
atividade das principais enzimas envolvendo o SRA em função da idade. 
Enquanto em adultos ocorre uma diminuição da atividade ECA e renina 
plasmática, já em animais jovens observou-se aumento da atividade da renina 
plasmática (Zamo et al., 2011). Além disso, este trabalho mostrou que o 
treinamento crônico de diminuiu os níveis plasmáticos de Ang II, repercutindo 
com diminuição na pressão arterial sistêmica (Zamo et al., 2011). Outro estudo 
mostrou diminuição da expressão do receptor AT1, mas não do receptor AT2 
no rim de ratos SHR treinados cronicamente com natação (Ciampone et al., 
2011). No entanto, fêmeas treinadas com protocolo de natação apresentaram 
aumento na expressão cardíaca de AT2, tanto de normotensas (Fernandes et 
al., 2011), quanto de hipertensas (Shah et al., 2012). Trabalho utilizando animal 
normotenso mostrou que o exercício físico utilizando protocolo de corrida, 
promoveu diminuição na expressão do receptor AT1 e ECA no coração, fatores 
associados, respectivamente, à menor fibrose cardíaca (Xu et al., 2008). 
  
 
Em relação aos efeitos do exercício físico sobre o eixo vasodilatador 
ECA2/Ang-(1-7)/Mas, muito pouco é conhecido, principalmente, quando 
focamos em fêmeas hipertensas. Assim, Gomes e colaboradores (2008) 
encontraram aumento na concentração de Ang-(1-7) e do RNAm para o 
receptor Mas no ventrículo esquerdo de ratos SHR em decorrência do 
treinamento crônico de natação. Por sua vez, Fernandes et al. (2011), 
buscando elucidar o envolvimento do SRA na hipertrofia cardíaca excêntrica, 
conduziram um treinamento crônico de natação com ratas normotensas e 
encontraram alterações nos componentes do eixo clássico do SRA, com 
significativo aumento na atividade da renina plasmática, da ECA sérica e 
ventricular. Ademais, houve aumento significativo na atividade da ECA2 do 
ventrículo esquerdo, seguido de aumento na expressão de Ang-(1-7) 
(Fernandes et al.; 2011). Além disso, em fêmeas hipertensas do modelo 2 rins 
1 clipe (2K1C) o treinamento crônico de natação associado a infusão crônica 
de Ang-(1-7), aumentou a expressão cardíaca do receptor Mas e resultou em 
diminuição da pressão arterial, além de ter atenuado a hipertrofia cardíaca 
(Shah et al., 2012). Por fim, outro estudo mostrou que ratos SHR treinados 
durante 8 semanas com protocolo de natação apresentaram melhoria na 
vasodilatação dependente do endotélio promovida pela Ang-(1-7) e aumentou a 
expressão do receptor Mas na artéria aorta (Silva et al., 2011). 
 
1.5 Papel do Exercício Físico sobre o Óxido Nítrico (NO) e sua 
biodisponibilidade pelo sistema anti-oxidante 
 
O exercício físico também é capaz de promover alterações na expressão da 
eNOS, aumentando a síntese de NO, por sua vez, diminuindo o tônus vascular, 
efeito extremamente benéfico no controle da hipertensão.  
 
  
Machos SHR treinados em corrida por 10 semanas apresentaram aumento na 
resposta vasodilatadora à Ach (fator vasodilatador dependente do NO) em 
anéis de aorta torácica, efeito que foi abolido após o bloqueio das isoformas da 
NOS com Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), assim os autores 
concluíram que a melhora na reatividade foi decorrente do aumento na síntese 
de NO (Chen et al., 1996). De igual forma, Graham e Brush (2004) mostraram 
melhoria da vasodilatação à Ach e ainda reportaram que este efeito pode ter 
sido em decorrência de sua maior biodisponibilidade, visto que houve 
diminuição na expressão da subunidade da NAD(P)H oxidase, gp91phox sem 
alteração na expressão das enzimas anti-oxidantes, SOD 1 e 2, assim como da 
catalase. Ainda, estudo conduzido com machos SHR mostrou que o exercício 
físico promoveu aumento da biodisponibilidade NO em decorrência da 
diminuição nas espécies reativas de oxigênio (Bertagnolli et al., 2008). Por fim, 
uma única sessão de exercício de alta intensidade melhorou a resposta 
vasodilatadora ao fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-1; do inglês 
Insulin Growth Factor) em anéis de aorta (Yang et al., 2011). Por conseguinte, 
ocorreu aumento na expressão da eNOS neste vaso sanguíneo e o bloqueio 
das isoformas da NOS por meio da incubação com L-NAME e adição da SOD 
nos banhos mostrou que a melhoria na vasodilatação foi mediada pelo 
aumento na síntese e biodisponibilidade de NO (Yang et al., 2011). 
 
Especificamente, em fêmeas normotensas, a ovariectomia resultou em prejuízo 
na vasodilatação dependente do endotélio, efeito que foi revertido pelo terapia 
estrogênica e pelo exercício de resistência crônico (Figard et al., 2006). Os 
autores concluíram que um dos mediadores nessa melhoria foi o aumento na 
síntese de NO, ciclooxigenase, Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio 
(EDHF) e ATPase Cálcio dependente do retículo sarcoplasmático (Figard et al., 
2006). Em ratas OVX, o treinamento físico foi capaz de reverter a rigidez 
arterial, reduzir os níveis vasculares de endotelina-1 e prevenir a diminuição de 
NO (Park et al., 2008). Por fim, dados de nosso grupo mostraram que em ratas 
ovariectomizadas o treinamento crônico de natação melhora a vasodilatação à 
bradicinina em leito coronariano de ratos e ainda aumenta a expressão da 
  
eNOS e catalase (Claudio et al., 2013). De igual forma, esta medida terapêutica 
(exercício) quando associada à TE2, promove aumento na expressão da SOD-
1 (Claudio et al., 2013). Por fim, estudos conduzidos com outros animais 
experimentais, como porcas, mostrou que o treinamento físico aumenta a 
expressão da eNOS em artéria braquial e femoral de porcas (Laughlin et al., 
2003). 
 
De acordo com o exposto até o presente momento, tanto a hipertensão arterial, 
quanto a ovariectomia, aumentam a atividade e causam um up regulation no 
SRA. Assim, o presente estudo testou a hipótese, se o exercício físico 
praticado de maneira crônica, pode prevenir as alterações no eixo 
vasoconstritor e melhorar a vasodilatação pelo eixo vasodilatador do SRA, 
refletindo em melhoria na reatividade de artéria aorta de ratas hipertensas 
ovariectomizadas, da mesma maneira que é observado nos estudos com 
reposição de E2. Como em estudos com outros modelos relatam que o 
exercício físico pode atuar melhorando o sistema antioxidante, acreditamos que 
esse seja um dos possíveis mecanismos envolvidos  com essa melhoria da 
reatividade vascular. 
 
Ademais, analisar as respostas adaptativas ao exercício físico pode contribuir 
para que esse se justifique como uma importante alternativa terapêutica contra 
as alterações cardiovasculares que são geradas com a diminuição na produção 
desses hormônios. Levando em consideração que a expectativa de vida hoje é 
maior, e que as mulheres passam cerca de um terço de suas vidas nesse 
período, estudos nessa direção visam colaborar para que essa população 
envelheça com qualidade de vida. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2 OBJETIVOS 
 
 
2.1 Objetivo Geral 
 
O estudo teve como objetivo analisar os efeitos do treinamento crônico de 
natação e sua associação com a terapia de reposição hormonal com 
  
estrogênio sobre o Sistema Renina-Angiotensina em artéria aorta de ratas 
hipertensas ovariectomizadas. 
 
2.2 Objetivos Especificos 
 
(a) Analisar a pressão arterial de ratas hipertensas ovariectomizadas 
submetidas ao treinamento crônico de natação e sua associação com a 
terapia de reposição hormonal com estrogênio; 
 
(b) Analisar os níveis plasmáticos de angiotensina-II de ratas hipertensas 
ovariectomizadas submetidas ao treinamento crônico de natação e sua 
associação com a terapia de reposição hormonal com estrogênio; 
 
(c) Identificar possíveis alterações na reatividade à angiotensina-II em 
segmentos de aorta de ratas hipertensas ovariectomizadas submetidas 
ao treinamento crônico de natação e sua associação com a terapia de 
reposição hormonal com estrogênio; 
 
(d) Estudar os mecanismos envolvendo o receptor AT2 com os possíveis 
efeitos do treinamento físico e/ou terapia de reposição hormonal com 
estrogênio nas possíveis alterações na reatividade à angiotensina-II em 
segmentos de aorta de ratas hipertensas ovariectomizadas; 
 
(e) Analisar a reatividade à angiotensina-(1-7) em segmentos de aorta de 
ratas hipertensas ovariectomizadas submetidas ao treinamento crônico 
de natação e sua associação com a terapia de reposição hormonal com 
estrogênio; 
 
(f) Esclarecer o papel dos receptores AT2 e Mas nas via vasodilatadoras 
envolvendo à angiotensina-(1-7) em segmentos de aorta de ratas 
hipertensas ovariectomizadas submetidas ao treinamento crônico de 
natação e sua associação com a terapia de reposição hormonal com 
estrogênio; 
 
  
(g) Analisar a expressão dos receptores do SRA, AT1, AT2 e Mas em 
segmentos de aorta de ratas hipertensas ovariectomizadas submetidas 
ao treinamento crônico de natação e sua associação com a terapia de 
reposição hormonal com estrogênio; 
 
(h) Analisar a expressão de uma enzima do sistema anti-oxidante, Mn SOD 
2, em segmentos de aorta de ratas hipertensas ovariectomizadas 
submetidas ao treinamento crônico de natação e sua associação com a 
terapia de reposição hormonal com estrogênio; 
 
(i) Analisar a produção de espécies reativas de oxigênio na aorta de ratas 
hipertensas ovariectomizadas submetidas ao treinamento crônico de 
natação e sua associação com a terapia de reposição hormonal com 
estrogênio; 
 
(j) Analisar a expressão de angiotensina-(1-7) na aorta de ratas hipertensas 
ovariectomizadas submetidas ao treinamento crônico de natação e sua 
associação com a terapia de reposição hormonal com estrogênio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
3.1 Animais Experimentais 
 
Para a realização deste trabalho foram utilizadas ratas SHR (do inglês, Spontaneously 
Hypertensive Rat) com dois meses de idade pesando entre 110 e 150g. Os animais 
foram fornecidos pelo biotério central da Universidade Federal do Espirito Santo 
(UFES) e foram mantidos em gaiolas coletivas com livre acesso à ração (Purina 
  
Labina, SP, Brasil) e água, sob condições de controle de temperatura (22-24°C) e 
ciclos claro-escuro de 12 horas. Os procedimentos executados nesta pesquisa foram 
previamente aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFES 
sobre o número de protocolo 001/2010 e em conformidade com o “Guia para o 
cuidado e uso de animais de laboratório“ (Guide for the care and use of laboratory 
animals) publicado pela NIH (National Institutes of Health, revisado em 1996). No 
momento da cirurgia para a ovariectomia, os animais foram divididos randomicamente 
nos seguintes grupos: SHAM (S), Ovariectomia (OVX), OVX+ TE2 (OE2), 
OVX+Natação (ON), e OVX+TE2+Natação (OE2+N) (Figura 1). 
 
 
Figura 2. Esquema da divisão dos grupos experimentais. 
 
3.2 Ovariectomia 
 
Após a seleção dos animais para os grupos ovariectomizados, as ratas que foram 
submetidas à cirurgia de ovariectomia, no qual foram previamente anestesiadas com 
ketamina (70mg/kg) e xilazina (10mg/kg) e em seguida submetidas à remoção dos 
ovários, conforme procedimento descrito a seguir: foi feita uma incisão de 1 a 1,5 cm 
na pele entre o último rebordo costal e a coxa, a um centímetro da linha mediana, 
seguida de uma incisão na camada muscular. A cavidade peritoneal foi aberta para 
remoção dos ovários e ligadura da tuba uterina. Após a retirada dos ovários foi 
realizada a sutura da musculatura e pele (ZARROW, 1964). O mesmo procedimento 
foi realizado do lado oposto. O grupo SHAM foi submetido a uma falsa cirurgia, sendo 
feita uma incisão na pele e nos músculos, os quais foram suturados logo em seguida 
sem que houvesse a secção entre a tuba uterina e o ovário. Por fim, os animais 
receberam uma injeção de antibiótico (2,5% de enrofloxacina 0,1mL i.m.). Todas as 
ratas foram submetidas à cirurgia na mesma época e iniciaram o treinamento físico ou 
TE2 sete dias após o procedimento cirúrgico. 
  
 
3.3 Terapia Estrogênica (TE2) com 17-β-Estradiol 
 
A TE2 foi realizada por meio de injeção subcutânea (0,1 mL) contendo 5µg de 3-
Benzoato 17-β-estradiol (Sigma-aldrich, St Louis, MO) diluído em óleo de milho, três 
vezes por semana, conforme descrito previamente (Claudio et al. 2013; 
Saengsirisuwan et al. 2009). A eficiência da ovariectomia e da TE2 foi avaliada pelo 
peso úmido do útero e sua razão pelo peso corporal, assim como, pelos níveis 
plasmáticos de 17-β-estradiol.  
 
3.4 Treinamento Físico 
 
Utilizou-se um aparato para natação de ratos confeccionado em vidro, com as 
dimensões de: 1,8m de comprimento, 0,6m de largura e 0,7m de altura; dividido em 
seis raias individuais de 0,3m cada, profundidade de 0,45m. Este aparato conta com 
um sistema de filtragem e aquecimento, que permite manter a água limpa e com 
temperatura variando entre 30ºC e 32ºC (Figura 2). Os animais treinaram cinco dias 
consecutivos por semana, por um período de 8 semanas. O treinamento foi iniciado 
com uma fase de adaptação no qual os animais nadaram durante 10 minutos no 
primeiro dia de treinamento e nos dias seguintes o tempo de treinamento aumentou 
progressivamente até que os animais pudessem nadar continuamente por 1 hora ao 
final do quinto dia. A duração e freqüência de treinamento foram mantidas até a última 
sessão de treinamento (Claudio ERG, et al. 2013).  
 
 
Figura 3. Aparato de natação utilizado no treinamento dos animais. 
 
  
Após a última sessão de treinamento, os animais ficaram sem treinamento físico por 
48 horas e encerrado este período, foi realizado o procedimento para a medida da 
pressão arterial. 
 
3.5 Medida Indireta da Pressão Arterial Sistólica (PAS) por Pletismografia de 
cauda 
 
O registro da pressão arterial dos animais foi feito por meio de um 
pletismógrafo de cauda (IITC Life Science– 23924 Victory Blvd, Woodland Hills, 
CA), sistema de mensuração de pressão arterial não invasivo, o qual detecta 
os pulsos do fluxo arterial através da cauda. A medida indireta da PAS foi 
realizada de acordo com Buñag (1973) nos grupos controle e tratados, no 
tempo zero e após 8 semanas de tratamento. 
 
Para mensuração da PAS, as ratas foram acondicionadas em um tubo cilíndrico de 
acrílico, aquecidos e ventilados de maneira adequada para a realização das medidas. 
Além disso, a cauda dos animais foi encaixada a um manguito de borracha adaptado à 
região proximal da cauda e ligado a um esfigmomanômetro para insuflar e desinsuflar 
automaticamente em intervalos fixos de aproximadamente 50 segundos. Próximo ao 
manguito acoplou-se um transdutor de pulso (sensor) para captar os sinais a serem 
enviados e registrados no computador. O registro do experimento só teve início após 
um período de adaptação dos animais e da estabilização dos sinais de pulso. No 
registro da pressão sanguínea por pletismografia de cauda ocorre a perda e o retorno 
dos sinais de pulso e frequência cardíaca durante o processo de insulflação e de 
desinsulflação do manguito. Diante disso a PAS foi considerada como sendo o 
primeiro sinal de pulso no retorno do referido sinal. A PAS foi considerada como a 
média de no mínimo três medidas.  
 
Apos a realização deste procedimento, os animais foram sacrificados por 
decapitação para a coleta dos tecidos que foram utilizados posteriormente nos 
experimentos de bioquímica. O plasma foi coletado em tubos contendo um 
coquetel de inibidores sendo: 10 µl Para-Hidroximercúrio-benzoato (pOHHgHz) 
1mM, 50 µl orto fenantrolina 30mM, 10 µl fenilmetilsulfonil fluorídrico (PMSF) 
1mM, 50 µl ácido etilenodinitrilotetra-acético (EDTA) 7,5%, 20 µl pepstatina A 
  
1mM. A aorta torácica foi retirada para realização dos experimentos de 
reatividade vascular. 
 
3.6 Dosagem dos Níveis Plasmáticos de 17-β-Estradiol 
 
Durante a coleta do sangue uma pequena quantidade foi estocada sem inibidores 
(soro). No entanto, não foi possível coletar o soro desta maneira de todos os animais 
em decorrência do considerável volume plasmático requerido para a técnica de 
Radioimunoensaio (RIE), já que a mesma apresenta variações inter-ensaios (devido a 
radioatividade emitida pelo hormônio marcado com isótopo radioativo) e caso 
houvesse a necessidade de repetição do procedimento, deve-se utilizar um volume 
plasmático considerável de cada animal.  
 
A concentração de E2 plasmático foi determinada por enzimaimunoensaio (ELISA), 
utilizando-se um kit comercial DRG (New Jersey, EUA). O teste se baseia no princípio 
de ligação competitiva entre o E2 da amostra e o estradiol conjugado com peroxidase 
(fornecido pelo kit), por uma quantidade constante de anticorpo anti-estradiol de 
coelho. Os complexos formados são capturados por anticorpos de cabra anti-IgG de 
coelho impregnado nas cavidades da placa de ensaio. Após o tempo de reação e 
lavagem, o substrato (14mL tetrametilbenzidina)  é adicionado e incubado resultando 
no desenvolvimento de coloração azul que é inversamente proporcional à 
concentração plasmática de estradiol. 
 
3.7 Reatividade Vascular em Anéis de Aorta 
 
Após o sacrifício das ratas, a aorta torácica foi removida e imersa em solução de 
Krebs fria (NaCl 118 mM; KCl 4,7 mM; MgSO4 1,2 mM; CaCl2 1,6 mM; K2HPO4 1,2 
mM; NaHCO3 25 mM; glicose 12 mM; pH 7,4 e a 4° C). O tecido conectivo foi então 
cuidadosamente dissecado, um pequeno anel foi imediatamente congelado em 
nitrogênio líquido para posterior análise de Western Blotting. A extremidade inferior foi 
descartada. Por conseguinte, dois fios de aço inoxidável, em forma de triângulos, 
foram passados através do lúmen dos anéis de forma que ficassem paralelos a luz do 
vaso. Um fio foi fixado à parede do banho e o outro conectado verticalmente a um 
transdutor de tensão isométrica. Assim, qualquer alteração do diâmetro do vaso era 
captada pelo transdutor de força (TSD 125) conectado a um sistema de aquisição de 
dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; Santa Bárbara, CA- EUA) e este a um 
  
computador. Cada banho continha 5ml de solução de Krebs-Henseleit (NaCl 118 mM; 
KCl 4,7 mM; MgSO4 1,2 mM; CaCl2 1,6 mM; K2HPO4 1,2 mM; NaHCO3 25 mM; 
glicose 12 mM; pH 7,4 a 37oC) aquecida a 36 ± 0,5 ºC, continuamente gaseificada 
com mistura carbogênica (95% O2 e 5% CO2), mantendo o pH estável em 7,4. 
  
Os anéis foram estabilizados por 30 minutos em uma tensão basal de 1g. Em seguida, 
foi administrado Cloreto de Potássio (KCl) 75 mM no banho para verificar a atividade 
contrátil do músculo liso vascular induzida por despolarização. Após atingirem uma 
variação de um grama de força a partir do valor basal, os anéis foram lavados três 
vezes com solução de Krebs-Henseleit até retornarem a tensão de repouso. Assim, os 
anéis que não obtiveram tal contração foram descartados dos procedimentos 
experimentais. Após 30 minutos de estabilização, uma nova dose de KCl (75 mM) foi 
adicionada ao banho para a aquisição de uma contração máxima do músculo liso 
vascular, aferida no período de 30 minutos, tempo necessário para atingir um platô no 
registro da contração. Por conseguinte, os anéis foram novamente lavados para atingir 
o valor basal e, depois de 30 minutos foram submetidos à avaliação da integridade 
funcional do endotélio. A função endotelial foi avaliada através do relaxamento 
induzido pelo agonista do receptor muscarínico, acetilcolina (Ach). Para tal, os anéis 
de aorta foram pré-contraídos com fenilefrina 10-6 M. Uma vez atingido o platô, uma 
dose única de acetilcolina (10-5 M) foi aplicada. Foram considerados com endotélio 
integro, os anéis que relaxaram acima de 70%, e os que relaxaram abaixo desse 
percentual foram descartados.  
 
3.7.1 Protocolo Experimental 
 
Após três ciclos de lavagem e estabilização dos anéis no valor basal, os protocolos 
experimentais foram iniciados. Ademais, os fármacos foram incubados durante 30 
minutos e após este período foi realizada a curva concentração-resposta. É importante 
ressaltar, que os anéis utilizados para a curva concentração-resposta à Ang II, não 
foram utilizados para a curva concentração-resposta à Ang-(1-7), ou seja, os anéis 
montados foram limitados a experimentos somente com um dos dois peptídeos. O 
receptor AT1 tem uma sensibilidade muito alta a Ang II, e quando em contato com 
altas concentrações deste peptídeo, sofre internalização e degradação, fenômeno 
conhecido como taquifilaxia (Carey e Siragy; 2003). Portanto, este procedimento foi 
adotado, haja vista, que os receptores do SRA apresentam interação no 
desencadeamento de suas respostas. 
 
  
3.7.1.1 Reatividade vascular em anéis de aorta: Curva Concentração-Resposta 
de angiotensina II  
 
Foi construída uma curva concentração-resposta à angiotensina II (10-11 a 10-6M) e a 
avaliação da função contrátil a este agente vasoconstritor em quatro diferentes 
situações:  
 
(a) Controle, ou seja, a reatividade foi testada somente com a incubação de Ang II;  
 
(b) Inibição da enzima óxido nítrico sintase (NOS) por meio da incubação com um 
inibidor não-seletivo, o Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 10-4M), permitindo 
analisar o papel do NO  durante o processo de vasoconstrição da Ang II;  
 
(c) Avaliação do papel dos receptores AT2, mediante a incubação com o PD 123319 
(10-6M), antagonista do receptor AT2; 
 
(d) Incubação com Losartan (10-6M), antagonista do receptor AT1. Este bloqueio foi 
realizado para nos certificarmos que as respostas constritoras da Ang II foram 
mediadas via AT1. 
 
3.7.1.2 Reatividade vascular de anéis de aorta: Curva Concentração-Resposta à 
Angiotensina (1-7) 
 
Foi realizada uma curva concentração-resposta à Ang-(1-7) (10-11M e 10-6M) nas 
seguintes condições:  
 
(a) Controle, ou seja, a reatividade foi testada somente com a incubação de Ang-(1-
7);  
 
(b) Incubação com L-NAME (10-4M), para analisar o NO como mediador da resposta 
vasodilatadora da Ang-(1-7);  
 
(c) Incubação com A779 (10 µM), para analisar a especificidade da resposta 
vasodilatadora de Ang-(1-7) sobre o receptor Mas;  
 
(d) Incubação com PD 123319 (10-6M), permitindo avaliar uma possível interação 
(cross-talk) entre os receptores Mas e o receptor AT2 na resposta vasodilatadora à 
  
Ang-(1-7).  
 
Ao final dos experimentos com Ang-(1-7), o relaxamento independente do endotélio foi 
testado com uma dose de Nitroprussiato de Sódio (10-4M). 
 
3.8 Estudo da Expressão Protéica 
 
3.8.1 Western Blot para detecção da expressão dos receptores AT1, AT2 e Mas, 
das enzimas mnSOD 2, eNOS  e da proteína Akt 1/2/3, assim como, na sua forma 
fosforilada pAkt 1/2/3 ser 473 
 
A técnica de Western Blotting foi utilizada para determinar a influência do treinamento 
físico de natação e/ou TE2 por 8 semanas sobre a expressão dos receptores AT1, 
AT2 e Mas, assim como nas enzimas, superóxido dismutase 2 (Mn SOD2), Akt 1/2/3 e 
sua forma fosforilada na serina 473 e  da isoforma endotelial da óxido nítrico sintase 
(eNOS) em segmentos de aorta torácica de ratas espontaneamente hipertensas 
ovariectomizadas. A expressão de todas as proteínas foram realizadas em condições 
basais, ou seja, os segmentos da aorta torácica foram coletados aproximadamente 60 
horas após o último dia de tratamento e conservados até o dia do experimento à -
80°C.  
 
3.8.2 Extração e quantificação de proteínas e preparo das amostras 
 
A homogeneização dos segmentos arteriais congelados foram realizados em tubos 
plásticos contendo esferas de cerâmica (Precellys lysing kit – CK28, Montigny - 
França) e tampão de lise (1% de Nonidet P40, 0,5% de Deoxicolato de Sódio, 0,1% de 
SDS, pH igual a 7,2 ). Por conseguinte, foi adicionada uma pílula contendo inibidores 
de proteases e EDTA (Complete Mini, Roche Diagnostics – Alemanha) para cada 10 
mL de tampão de lise, Na2VO4 1M e  NaF 5M na proporção 1mL/100mg. Os tubos 
foram centrifugados por 40 segundos a uma velocidade de 6500 rpm, passados em 
ultrassom e em seguida centrifugados (Eppendorf-Neitheier- Hinz GmbH 22331, 
Alemanha) durante 20 minutos, 14000 rpm a 40C. O pellet formado foi descartado e a 
concentração protéica do sobrenadante foi então quantificado pelo método de 
Bradford (Bradford, 1976) utilizando-se espectrofotômetro com absorbância de 595 
nm. Comparou-se a concentração proteica das amostras com curva de solução de 
albumina (BSA), em concentrações conhecidas, coradas com Comassie Blue. A leitura 
da curva e de todas as amostras foi feita em triplicata.  
  
 
Preparou-se alíquotas contendo o volume necessário para uma carga de 30 µg de 
proteína para o receptor AT1, Akt 1/2/3 e pAkt ser 473, 40 µg para o receptor AT2, Mn 
SOD 2 e eNOS e 50 µg para o receptor Mas, além do tampão de amostra (Lammeli 
5X) (4 mL de Tris-HCl 1,5M pH 6.8, 10 mL de glicerol, 5 mL de β-mercaptoetanol, 2 g 
de SDS, 1mL de 1% azul de bromofenol). Cabe ressaltar, que o experimento para o 
receptor Mas, foi feito utilizando 50 µg de testículo de rato como controle positivo. 
Todas as alíquotas foram padronizadas para um volume final de 15 µL completando o 
volume de cada uma com água Milli-Q, quando necessário. As amostras depois de 
preparadas foram aquecidas a 950C durante 5 minutos em termomixer (Eppendorf-
Neitheier- Hinz GmbH 22331, Alemanha). 
 
3.8.3 Eletroforese e transferência das amostras 
 
As amostras foram carregadas em géis de SDS-poliacrilamida 4%  (0,5 M Tris HCl 
pH:6,8, acrilamida 40%, SDS 10%, APS 10% e Temed) e 10% (1,5 M Tris HCl pH: 8.8, 
acrilamida 40%, SDS 10%, APS 10% e Temed) previamente imersos em um tampão 
para eletroforese (25mM de Tris HCl ,190 mM de glicina e 0,1% de SDS) e submetidas 
a uma corrente constante de 100V por aproximadamente 2 horas para separar as 
proteínas pelo peso molecular (PowerPacTM HC, BioRad, CA, Estados Unidos da 
América, EUA). Após o término da eletroforese, foi feita a transferência elétrica das 
proteínas para uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) por 
meio de nova eletroforese. Para isso, o gel, a membrana e o papel Whatman foram 
montados em um sistema de sanduíche banhados por uma solução tampão de 
transferência que foi mantida em aproximadamente 4°C durante todo processo de 
transferência (Tris 25mM, glicina 190mM, e Metanol 20%), (Trans-Blot SD Cell Bio-
Rad, EUA) com corrente constante de 100 V por 2 horas.   
 
3.8.4 Incubação com Anticorpos 
 
Ao final da transferência, as membranas foram incubadas por 2 horas, à temperatura 
ambiente, com solução de bloqueio (leite desnatado 5% em TBS-T (Tris HCl 10 mM, 
NaCl 100mM e Tween 20 à 0,1%, pH 7,6), para evitar ligações inespecíficas com 
reativos não imunológicos. Em seguida, as membranas foram incubadas durante toda 
a noite à 4ºC, sob agitação, em TBS-T adicionado mais os seguintes anticorpos 
primários: AT1 (Millipore, Billerica, MA, EUA - Diluição 1:1000), AT2 (Millipore, 
Billerica, MA, EUA – Diluição 1:500), Mas (Alomone, Jerusalem, Israel – Diluição 
[AP1] Comentário: O sistema 
de transferência é molhado! 
  
1:300), Akt-t (ABCAM, Cambridge, MA, EUA - Diluição 1:1000), p-Akt Ser473 
(ABCAM, Cambridge, MA, EUA – Diluição 1:500), Mn SOD 2 (Santa Cruz 
Biotechnology, Califórnia, EUA – Diluição 1:1000) e eNOS (BD, New Jersey, EUA – 
Diluição: 1:1000) e β-actina (1:5000, Sigma Chemical, CO, St Louis, EUA). Depois 
disso, as membranas foram lavadas três vezes, sob agitação, com solução TBS-T  
para remoção do excesso de anticorpo primário e possível ligação inespecífica. A 
solução de TBS-T foi trocada a cada 10 minutos. Posteriormente as membranas foram 
incubadas por 1 hora em temperatura ambiente com anticorpo secundário fluorescente 
9li-cor, Estados Unidos), imunoglobulina IgG anti-camundongo  ou coelho, de acordo 
com as especificações  do animal onde foi produzido o anticorpo primário. 
 
3.8.5 Detecção das Proteínas 
 
A detecção das proteínas foi realizada por meio de um sistema de scanner de 
fluorescência (Odyssey – Li-cor, Estados Unidos) de acordo com o comprimento de 
onda do anticorpo secundário, por meio do software Odyssey. A intensidade de 
fluorescência foi quantificada por densitometria (software Odyssey) e normalizada pelo 
controle endógeno β-actina ou proteína total no caso da proteína fosforilada. 
 
3.9 Radioimunoensaio (RIE) 
 
3.9.1 Extração de angiotensinas do plasma em colunas Bond Elut - C18 
  
Para obter as angiotensinas do plasma e tecido utilizou-se a extração em colunas 
Bond Elut. As colunas foram pré-ativadas com 10 ml de ACN 99,9%/HFBA 0,1% e 10 
ml de HFBA 0,1%. Com uma seringa aplicou-se pressão na coluna para que o líquido 
passasse por ela. Após pré-ativação, as colunas foram ativadas usando-se: 10 ml de 
ACN 99,9%/HFBA 0,1%, 10 ml de HFBA 0,1%, 3 ml de BSA 0,1%/HFBA 0,1%, 10 ml 
de ACN 10%/HFBA 0,1%, 3 ml de HFBA 0,1%. Após ativação da coluna as amostras 
foram aplicadas, seguindo-se de lavagem sequencial com 20 ml de HFBA 0,1% e 3 ml 
de ACN 20%/HFBA 0,1%. Os peptídeos foram eluidos com 3 ml de ACN 99,9%/HFBA 
0,1% em tubos de polietileno lavados com BSA 0,1%. As amostras de plasma antes 
de serem aplicadas na coluna, foram centrifugadas por 20 min/2.500 rpm/4º C. As 
amostras foram secas em centrífuga evaporadora por 10-12 horas e após, foram 
congeladas até o radioimunoensaio (RIE). 
 
3.9.2 Radioimunoensaio 
  
 
Foram coletadas amostras de sangue e tecido para realização de radioimunoensaio 
(RIE) para dosagens de angiotensina II – Ang II. Os ensaios foram realizados de 
acordo com os protocolos adotados pelo Laboratório de Hipertensão do Departamento 
de Fisiologia e Biofísica do Instituto de Ciências Biológicas – UFMG (Botelho e cols, 
1994). 
 
3.9.2.1 Radioimunoensaio para Angiotensina II 
 
Para obtenção dos valores de Ang II por radioimunoensaio foram utilizadas as 
seguintes soluções:  
 
I -Tampão do ensaio: Tris-HCl 0,1 M, EDTA 15 mM e lysozima 0,1%. Os reagentes 
foram dissolvidos em 400 ml de água deionizada. O pH foi acertado para 7,4 com  HCl 
3 N e o volume completado para 500 ml em balão volumétrico com água deionizada.  
 
II - Tampão II: NaCl 0,9%, BSA 0,1%, Ácido acético 0,03% . Os reagentes foram 
dissolvidos em 400 ml de água deionizada e o volume acertado em balão volumétrico. 
Essa soluç ção foi usada para reconstituição das amostras e diluição da curva padrão.  
 
III - Anticorpo policlonal (1:250.000): Preparado a partir de uma solução estoque com 
título 1:50.000 em tampão do ensaio. Este anticorpo foi novamente diluído em tampão 
do ensaio para obter uma solução final na diluição de 1:250.000. Este anticorpo 
apresenta menos que 0,001% de reatividade cruzada com Ang I e Ang-(1-7), 0,002% 
de reatividade cruzada com Ang-(1-9) e 100% de reatividade cruzada com Ang-(2-8), 
Ang-(3-8) e Ang-(4-8).  
 
IV - 125I Ang II: marcada, purificada e diluída em tampão do ensaio para uma 
concentração final de 6000 cpm para cada 0,1 ml.  
 
V - Curva padrão: As concentrações dos padrões utilizados foram de 80, 40, 20, 10,  
5 e 2,5 pg/0,2 ml diluídos em tampão II, utilizando-se balão volumétrico preparadas  
a partir de uma solução estoque de 2 mg/ml.  
 
VI - Suspensão de Carvão: A separação do peptídeo ligado ao anticorpo do peptídeo  
livre foi feita pela adição de solução de carvão ativado-dextran ao final da incubação  
18-22 horas. O carvão ativado e o dextran foram dissolvidos em tampão Tris, pH 7,4.  
  
A suspensão foi mantida sob agitação constante, em banho de gelo, por 1 hora antes 
do uso. 
 
VII – Técnica  
Cada ensaio seguiu o seguinte protocolo 
 
Tabela 1 - Soluções e volumes utilizados para RIE de Ang II.  
Soluções (µl) Total Branco Po Padrão Amostra 
Tampão do ensaio 1.100 100 - - - 
Tampão II 200 200 200 - 100 
Pontos da curva - - - 200 - 
Amostra - - - - 100 
125I Ang II 100 100 100 100 100 
Anticorpo - - 100 100 100 
Volume final 1400 400 400 400 400 
P0 – Valor de referência; 125IAng II – Ang II radiodada.  
 
Após a adição das respectivas soluções nos tubos eles foram agitados em vórtex e 
incubados por 18-22 horas. Após a incubação foi adicionado 1 ml de suspensão de 
carvão em todos os tubos, exceto no tubo total, centrifugados a 4o C em 2.500 rpm 
por 20 min. Após a centrifugação, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e 
contado no contador gama. 
 
3.10 Detecção de Espécies Reativas de Oxigênio (ERO’s) 
 
Para os procedimentos de imunohistoquímica e imunofluorescência, apenas dois 
animais de cada grupo tiveram sua artéria aorta torácica coletadas e congeladas a -
80ºC para analise descritiva dos achados, já que o remanescente das artérias de cada 
grupo foram utilizados na técnica de western blotting. Esta limitação no número de 
experimentos foi feita em decorrência da limitação no número de animais disponíveis 
para realização de experimentos conforme previamente aprovado pelo comitê de ética.  
 
  
No momento da análise, as aortas foram emblocadas em Tissue Teck e foram feitos 
cortes de 8µm de espessura com auxílio de um micrótomo-criostato. Os cortes foram 
gentilmente posicionados sobre lâminas de vidro superfrost Plus®. Em seguida, as 
lâminas foram colocadas em estufa por 2 horas a 37ºC e os cortes incubados com 
solução de dihidroetidina (2 µM) diluído em Krebs-HEPES pH 7,4 a 37ºC por 30 
minutos na ausência de luz. Ao final do período de incubação, as lâminas foram 
lavadas com solução salina tamponada (PBS) e mantidas à temperatura de 4ºC. As 
imagens foram adquiridas em microscópio de fluorescência (Nikon Ti-S, EUA) 
equipado com filtro de comprimento de onda de 585nm (G-2E/C; Nikon, EUA) e 
câmera digital (Ds-Ri1; Nikon, EUA), e os dados analisados utilizando o software NIS 
Elements (Nikon).  
 
3.11 Imunohistoquímica 
 
O procedimento de imunohistoquímica foi feito para analisarmos a expressão da Ang-
(1-7) na parede da artéria aorta. No entanto, o resultado deste experimento será 
descrito somente qualitativamente. Contudo, nos permite sugerir o que poderia 
acontecer in vivo com estes grupos de animais estudados, baseado nas curvas de 
concentração-resposta com Ang-(1-7) em anéis de aorta torácica. 
 
Cortes de 8 µm foram feitos e então secos em temperatura ambiente por 1 hora. Em 
seguida os mesmos foram imersos em acetona fria (-20oC) em um agitador por 5 
minutos. As lâminas foram deixadas expostas ao ar para a secagem por 30 minutos e 
depois incubada por 30 minutos com uma solução de peróxido de hidrogênio (H2O2 
3%). Após a lavagem em tampão TBS (PBS + Tween 20 a 10%) durante 15 minutos 
trocando a solução a cada 5 minutos, as lâminas foram escoadas e incubadas com 
uma solução de bloqueio BSA 5% (PBS + albumina bovina 5%) por 60 minutos. 
Escoada esta solução, foi então aplicado o anticorpo primário para a Angiotensina (1-
7) em uma concentração de 1:500, diluída em BSA 1% (PBS + albumina bovina 1%). 
Os cortes foram então incubados durante a noite em uma câmara fechada e 
umedecida. No dia posterior, as lâminas foram lavadas em TBS durante 30 minutos, 
sendo a solução trocada a cada 5 minutos, logos após foram expostas por 70 minutos 
ao anticorpo secundário biotinilado (Envision Plus – DAKO). Novamente lavadas em 
TBS, os cortes foram incubados por 70 minutos com solução de streptavidina 
(Envision Plus – DAKO). Depois de lavadas mais uma vez em TBS, as lâminas foram 
expostas ao DAB (Liquid DAB, Dako, EUA) por aproximadamente 5 minutos para 
revelar a marcação. Por conseguinte, lavadas em água destilada duas vezes, foram 
  
então procedidas às etapas para a montagem permanente com as lamínulas sendo: 
coloração com hematoxilina (10 segundos) e após lavar as lâminas em água 
amoniacal por 5 segundos e em seguida lavar em água corrente por 5 minutos. Por 
fim, as lâminas foram secas e fixadas permanentemente com Entellan. Após a 
secagem, as imagens foram adquiridas em um microscópio (Olimpus bx43) acoplado a 
uma câmera (Olimpus Q Color 5) e a um computador através do software Image Pro 
Plus (versão 7.0). 
 
 
3.12 Tratamento Estatístico 
 
 
Os resultados foram expressos como Média ± Erro Padrão da Média (EPM). Os 
valores de n significam o número de animais utilizados em cada grupo experimental. 
 
Os resultados de reatividade vascular das curvas concentração-resposta de contração 
foram expressos como delta da tensão isométrica em gramas (tensão desenvolvida à 
concentração aplicada menos a tensão basal). As respostas de relaxamento, 
evocadas pela Ang-(1-7) e nitroprussiato de sódio, respectivamente, foram expressas 
em porcentagem de relaxamento em relação à pré-contração obtida pela fenilefrina. 
 
Para a determinação dos valores de resposta máxima (Rmáx) e pD2 (-log EC50, que 
corresponde ao valor da concentração de Ang II que produz 50% da resposta 
máxima), em resposta aos diferentes fármacos utilizados, foi realizada uma análise de 
regressão não-linear, obtida através da análise das curvas concentração-resposta 
utilizando-se GraphPad Prism Software (San Diego, CA, EUA).  
 
Com a finalidade de comparar a magnitude de efeito dos fármacos sobre a resposta 
contrátil à Ang II e de relaxamento a Ang-(1-7) dos grupos estudados, alguns 
resultados foram expressos como diferenças das áreas abaixo das curvas (dAUC) de 
concentração-resposta. A dAUC foi calculada para cada curva concentração-resposta 
e a diferença está expressa como porcentagem da diferença da AUC (dAUC%) da 
curva controle correspondente. 
 
Os resultados da expressão protéica são apresentados como relação entre a 
densidade óptica para a proteína de interesse em relação a β-actina. Já os resultados 
  
da expressão protéica da Akt 1/2/3 estão expressos como a razão entre p-Akt/Akt 
1/2/3. 
 
A análise estatística dos resultados foi realizada por análise de variância (ANOVA), de 
uma via completamente randomizada (fator: tratamento) e duas vias para medidas 
repetidas (inicio e fim do tratamento) ou completamente randomizada (fator 1:  
tratamento e fator 2: concentração da dose). Quando ANOVA apresentou significância 
estatística foi realizado o post-hoc de Tukey (em decorrência do n diferente nos 
diferentes grupos) e Fisher para os dados referentes ao estradiol plasmático, 
utilizando-se GraphPad Prism Software (San Diego, CA, EUA).  Os resultados foram 
considerados estatisticamente significantes para valores de p< 0,05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. RESULTADOS 
 
 
4.1 Eficiência da Ovariectomia 
 
Para avaliar a eficiência da ovariectomia foi analisada a concentração plasmática de 
17-β-estradiol, o peso do útero e a razão entre o peso do útero e peso corporal. Assim, 
conforme esperado, os animais pertencentes ao grupo OVX e ON apresentaram níveis 
plasmáticos de E2 significativamente menor que o grupo S. De igual forma, a 
  
diminuição nos níveis do E2 foi prevenida nos grupos de animais ovariectomizados 
que receberam a TE2 (OE2 e OE2+N) (S: 41,37± 7,69; OVX: 16,81±0,27; OE2: 
47,8±2,1; ON: 21,4±2,79; OE2+N: 35,07±4,91 pg/mL); Figura 4A). Em consonância 
com estes dados de níveis hormonais, houve uma diminuição significativa no peso do 
útero, assim como no peso do útero corrigido pelo peso corporal no grupo OVX e ON, 
e ainda este efeito foi prevenido por meio da TE2 ou pela integridade dos ovários, 
respectivamente, nos grupos OE2, OE2+N e S (Peso do útero, S: 298,8±36,68; OVX: 
74,11±10,07; OE2: 273,1±7,66; ON: 85,86±5,08; OE2+N: 289,8±25,92 mg; Peso do 
útero/Peso Corporal, S: 1,88±0,21; OVX: 0,41±0,04; OE2: 1,7±0,05; ON: 0,42±0,02; 
OE2+N: 1,78±0,16 mg/g; respectivamente, Figura 4 B e C). 
 
4.2 Peso Corporal 
 
Os grupos não apresentaram diferença estatisticamente significativa do peso corporal 
antes do início do tratamento (Tabela 2). No entanto, ao final do tratamento o grupo 
OVX apresentou maior peso corporal quando comparado aos grupos S, OE2 e 
OE2+N, ou seja, este dado nos permite afirmar que o E2 foi um fator importante para 
diminuir o ganho de peso na condição de ovariectomia independente do exercício 
físico crônico, já que os animais do grupo ON também apresentou maior peso corporal 
comparado a estes mesmos grupos (Tabela 2). Contudo, todos os gru pos 
apresentaram ganho de peso significativo após o 
  
 
Figura 4. Avaliação de parâmetros relacionados a eficiência da cirurgia de ovariectomia: A. 
Níveis plasmáticos de 17-β-estradiol (pg/mL; n=3-4), B. Peso do útero (mg; n=7), C. Peso do 
útero/peso corporal (mg/g; n=7) dos grupos: SHAM (S), Ovariectomizado (OVX), OVX+E2 
(OE2), Ovariectomizado+Natação (ON), Ovariectomizado+E2+Natação (OE2+N). Valores 
expressos em Média ± Erro Padrão da média (EPM). Utilizou-se ANOVA uma via e teste post 
hoc de Fisher (A) e Tukey (B e C). Diferenças significativas quando p<0,05, ** e p<0,0001 
****vs. SHAM e p<0,01, ## e p<0,001 #### vs. OE2 e p<0,001 ƢƢƢ vs.OE2+N. 
 
período de 8 semanas de tratamento em relação ao peso inicial (p<0,0001; S: ∆=32,8 
g; OVX: ∆=67,3 g; OE2: ∆=35,7 g; ON: ∆= 40 g; OE2+N: ∆=39,7 g). 
  
 
Tabela 2. Média dos valores do peso corporal (g) no início e ao término do período de 
tratamento de 8 semanas com 17-β-estradiol e/ou natação em ratas SHR 
ovariectomizadas. 
  S 
(n=7) 
OVX 
(n=7) 
OE2 
(n=7) 
ON 
(n=7) 
OE2+N 
(n=7) 
Peso 
Corporal 
  Inicial (g) 
 
142,2±3,83 
 
135,1±7,1 
 
129,3±4,5 
 
123,6±3,4 
 
123,1±2,1 
Peso 
Corporal 
 Final(g) 
 
175±4,7 
 
202,4±3,9**,####,ƢƢ
ƢƢ 
 
165±2,5 
 
203,6±3,8***,###,ƢƢƢ
Ƣ 
 
162,8±4 
S, SHAM; OVX, ovariectomia; OE2, ovariectomia+TE2; ON, ovariectomia+natação; OE2+N, 
ovariectomia+ TE2. Valores expressos em média e EPM; ANOVA two-way (fator 1: tratamento; 
fator 2: tempo) e post-hoc de Tukey adotando um índice de significância mínimo de 5%. 
** p<0,01, ****p<0,0001 vs. SHAM (peso final) 
###p<0,001, ####p<0,0001 vs. OE2 (peso final) 
ƢƢƢƢ p<0,0001 vs.OE2+N (peso final) 
 
4.3 Pressão Arterial Sistólica 
 
As ratas tiveram a PAS avaliada na semana 0 e 8, respectivamente: a semana antes 
do início do tratamento; 48 horas após a ultima sessão de treinamento e/ou ao final da 
TE2 do período de tratamento. Como pode ser observado na Figura 5, não houve 
diferença entre os grupos na semana 0 (S: 165±3,79; OVX: 170±5,7; OE2: 164±2,88; 
ON: 171±1,63; OE2+N:166±3,25 mmHg). Por outro lado, na semana 8, as ratas dos 
grupos treinados apresentaram menores valores de PAS quando comparadas ao 
grupo OVX (S: 185±2,52; OVX: 196±3,17; OE2: 187± 2,94; ON: 177±3,72; OE2+N: 
171±2,84 mmHg). Cabe ressaltar, que somente os grupos treinados não sofreram 
variação significativa na PAS no decorrer das 8 semanas (efeito do tempo) de 
tratamento, ou seja, o exercício físico crônico de natação foi eficiente para intervir no 
progresso da hipertensão (S: 0=165±3,79 vs 8=185±2,52 mmHg, ∆=20 mmHg, p<0,01; 
OVX: 0= 170±5,7 vs 8=196±3,17 mmHg, ∆=26 mmHg, p<0,0001; OE2: 0=164±2,88 vs 
  
8=187± 2,94 mmHg, ∆=22,8 mmHg, p<0,001; ON: 0=171±1,63 vs 8=177±3,72 mmHg, 
∆=6 mmHg; OE2+N: 0=166±3,25 vs 8=187± 2,94 mmHg, ∆=5mmHg). 
 
 
 
Figura 5. Análise dos valores de pressão arterial sistólica (PAS, mmHg) medidos por meio de 
pletismografia de cauda antes (semana 0) e após 8 semanas de tratamento em ratas SHR dos 
seguintes grupos: SHAM (S, n=7), Ovariectomizado (OVX, n=7), OVX+E2 (OE2, n=7), 
Ovariectomizado+Natação (ON, n=7), Ovariectomizado+E2+ Natação (OE2+N, n=7). Valores 
expressos em Média±Erro Padrão da Média (EPM). Utilizou-se ANOVA duas vias (fator 1: 
tratamento e fator 2: tempo) e post hoc de Tukey. Diferenças significativas quando p<0,05, **  e 
p<0,0001 ****vs. OVX; p<0,0001 ####, p<0,01 $$, p<0,001 +++vs. semana 0 do grupo referido. 
 
4.4 Níveis Plasmáticos de Angiotensina II 
 
Os resultados referentes aos níveis plasmáticos de Ang II podem ser evidenciados na 
Figura. Assim, podemos perceber que a ovariectomia não afetou os níveis plasmáticos 
deste hormônio, uma vez que não encontramos diferença entre o grupo S e OVX. 
Contudo, ambos os tratamentos, assim como a associação dos mesmos (TE2 e 
exercício físico), promoveram aumento significativo nos níveis plasmáticos de Ang II 
em relação ao grupo S (Figura 6. Níveis plasmáticos de Ang II; S:10,48±1,18; OVX: 
17,62±2,27; OE2: 22,13±1,80; ON: 22,74±2,95; OE2+N: 22,11±3,33 pg/mL). 
 
  
  
Figura 6. Análise dos níveis plasmáticos de angiotensina II após 8 semanas de natacao e/ou 
TE2 em ratas SHR dos seguintes grupos: SHAM (S; n=7), Ovariectomizado (OVX; n=6), 
OVX+E2 (OE2; n=5), Ovariectomizado+Natação (ON; n=7), Ovariectomizado+E2+Natação 
(OE2+N; n=6). Valores expressos em Média±Erro Padrão da Média (EPM). Utilizou-se ANOVA 
uma via e post hoc de Tukey. Diferenças significativas quando * p<0,05, ** p<0,01 vs. SHAM. 
 
4.5 Reatividade Vascular em Anéis de Aorta 
 
4.5.1 Curva Concentração-Resposta: Angiotensina II                                                           
 
Inicialmente, procedeu-se a curva de concentração-resposta a Ang II. A incubação dos 
banhos com este peptídeo promoveu resposta vasoconstritora concentração-
dependente nos anéis de aorta de todos os grupos (Figura 7D). No entanto, a 
constrição mediada por Ang II na concentração de 2x10-6M foi significativamente maior 
do grupo OVX quando comparado ao grupo SHAM e OE2 (Figura 7A), este resultado 
demonstra o papel do E2 na diminuição da resposta vasoconstritora. Ademais, os 
grupos treinados (ON e OE) apresentaram menor resposta vasoconstritora a Ang II 
quando comparado tanto aos grupos S e OE2, quanto OVX (Figura 7B e C, 
respectivamente. Ang II 2x10-6M; S: 1,98±0,27; OVX: 2,64±0,08; OE2: 1,57±0,31; 
ON:0,59±0,13; OE2+N:0,44±0,09 g).Similarmente, a Rmáx. dos grupos ON e OE2+N 
foi significativamente menor que os grupos S, OVX e OE2 (Tabela 3). Cabe ressaltar, 
que entre os grupos treinados não houve diferença estatisticamente significativa 
(Figura D), evidenciando que o treinamento físico de natação foi efetivo para promover 
diminuição na resposta constritora deste peptídeo independente dos níveis de E2. 
 
 
  
Tabela 3. Valores referentes à resposta máxima (Rmáx., g) e sensibilidade (pD2) das 
curvas concentração-resposta à Angiotensina II em anéis isolados de aortas de ratas 
SHR dos grupos experimentais. 
Grupos (n=5-6) Rmáx (g) pD2 
SHAM  2,09±0,26 -7,28±0,14 
OVX 2,76±0,09 -7,76±0,16 
OE2 1,75±0,31§ -7,48±0,4 
ON 0,66±0,16**,§§§,# -7,23±0,21 
OE2+N 0,53±0,11***,§§§,## -7,02±0,78 
S, SHAM; OVX, ovariectomia; OE2, ovariectomia+TE2; ON, ovariectomia+natação; OE2+N, 
ovariectomia+ TE2+natação. Valores expressos em média±EPM; ANOVA uma-via e post-hoc 
de Tukey adotando um índice de significância mínimo de 5%. 
** p<0,01, ***p<0,001 vs. SHAM; §p<0,05, §§§p<0,001 vs. OVX. 
# p<0,05, ##p<0,001 vs.OE2. 
 
 
 
 
 
 
  
 
Figura 7. Análise da reatividade vascular  em anéis de aorta torácica a angiotensina II (A-D) 
após 8 semanas de tratamento em ratas SHR dos seguintes grupos (n=5-6): SHAM (S), 
Ovariectomizado (OVX), OVX+E2 (OE2), Ovariectomizado+Natação (ON), 
Ovariectomizado+E2+Natação (OE2+N). Valores expressos em Média±Erro Padrão da Média 
(EPM). Utilizou-se ANOVA duas vias (fator 1: tratamento e fator 2: concentração da dose de 
angiotensina II) e post hoc de Tukey. Diferenças significativas quando p<0,05, ** e p<0,001 *** 
vs. SHAM; p<0,05 §, p<0,001 §§§ vs. OVX; p<0,05 #, p<0,001 ### vs. OE2. 
 
Após o bloqueio da via do NO com L-NAME (10-6M) ocorreu aumento da resposta 
vasoconstritora à Ang II nos anéis isolados de aorta de todos os grupos experimentais 
(Figura 8). Contudo, somente na dose 2x10-6M houve diferença estatisticamente 
significativa entre o grupo OVX e ON (Figura A; S: 2,52±0,1; OVX: 2,55±0,1; 
OE2:2,36±0,3; ON:1,75±0,15; OE2+N:1,88±0,2 g). De forma similar, não foram 
encontradas diferença significativa na Rmáx. e pD2 (Tabela 4). Entretanto, quando 
avaliamos a diferença da área sobre a curva de Ang II entre a situação controle e a 
situação no qual os banhos foram incubados com L-NAME (dAUC; %), foi encontrado 
um aumento significativo no dAUC do grupo ON quando comparado aos grupos S, 
OVX e OE2. De igual forma, o grupo OE2+N apresentou um aumento significativo 
quando comparado ao grupo OVX e OE2 (Figura 8B; Diferença da área sobre a curva 
de Ang II e Ang II em banhos incubados com L-NAME. S: 111,69±26,54; OVX: 
0,32±17,99; OE2: 73,14±22,25; ON: 287,95±45,54; OE2+N: 247,84±43,96 %). Este 
  
resultado nos permite admitir que o NO foi um importante fator para contrabalancear 
os efeitos constritores da Ang II nos grupos de animais treinados. 
 
 
Figura 8. A. Análise da reatividade em anéis de aorta torácica a angiotensina II em banhos 
incubados com L-NAME (10-6M) após 8 semanas de tratamento em ratas SHR dos seguintes 
grupos(n=5-6): SHAM (S), Ovariectomizado (OVX), OVX+E2 (OE2), Ovariectomizado+Natação 
(ON), Ovariectomizado+E2+Natação (OE2+N). B. Diferença entre á área sobre a curva 
(dAUC,%) de Ang II entre a situação controle e a situação com incubação de L-NAME (10-6M). 
Valores expressos em Média±Erro Padrão da Média (EPM). A. Utilizou-se ANOVA duas vias 
(fator 1: tratamento e fator 2: concentração da dose de angiotensina II) e post hoc de Tukey. 
Diferenças significativas quando p<0,05, § vs.OVX. B. Utilizou-se ANOVA uma via e post hoc 
de Tukey.  Diferenças significativas quando p<0,05 * vs. S; p<0,001 §§§ vs. OVX; p<0,01 ## vs. 
OE2. 
 
 
 
 
 
 
  
Tabela 4. Valores referentes à resposta máxima (Rmáx., g) e sensibilidade (pD2) das 
curvas concentração-resposta à Angiotensina II em anéis isolados de aortas 
incubados com L-NAME (10-6M) de ratas SHR dos grupos experimentais. 
Grupos (n=5-6) Rmáx (g) pD2 
SHAM 2,53±0,14 -8,43±0,53 
OVX 2,70±0,29 -8,02±0,55 
OE2 2,33±0,29              -7,88±0,14 
ON 1,74±0,14 -7,89±0,11 
OE2+N 1,81±0,25 -7,95±0,22 
S, SHAM; OVX, ovariectomia; OE2, ovariectomia+TE2; ON, ovariectomia+natação; OE2+N, 
ovariectomia+ TE2+natação. Valores expressos em Média±EPM; ANOVA uma-via e post-hoc 
de Tukey adotando um índice de significância mínimo de 5%. Não foi encontrada diferença 
estatisticamente significativa. 
 
É reportado na literatura que a resposta vasoconstritora de Ang II via receptores AT1 
pode ser contrabalanceada pelo efeito vasodilatador que ocorre quando este peptídeo 
se liga aos receptores AT2 (Siragy; Carey, 1997; Tsutsumi et al., 1999; Batenburg et 
al., 2005). Visando avaliar a ação destes receptores, foi efetuada uma curva de Ang II 
em banhos incubados com PD 123319 (10-6M), um bloqueador seletivo dos receptores 
AT2. Assim como pode ser observado na Figura 9, os animais dos grupos treinados 
(ON e OE2+N) apresentaram menor resposta vasoconstritora, quando comparado aos 
animais dos grupos S, OVX e OE2 (Figura 9B e C) (Concentração da dose de Ang II 
2x10-6M. S: 1,59±0,3; OVX:2,18±0,06; OE2:2,47±0,15; ON:0,51±0,09; 
OE2+N:0,36±0,07 g). Vale salientar, que o grupo OE2 apresentou um notável aumento 
na resposta vasoconstritora a Ang II quando os receptores AT2 foram bloqueados, 
com níveis de constrição similares ao grupo OVX (Figura 9A), assim como, 
estatisticamente maior que o grupo S (Figura 9C). Em relação a Rmáx, o grupo OE2 
apresentou um aumento significativo em relação ao grupo S. Em contrapartida, os 
grupos ON e OE2 apresentaram uma resposta máxima (g) significativamente menor 
quando comparados aos demais grupos (S, OVX e OE2, Tabela 5). Por fim, o 
deslocamento da área sobre a curva entre a situação controle e quando os banhos 
foram incubados com PD123319 (10-6M), evidenciou que este deslocamento foi 
significativamente maior no grupo OE2 quando comparado aos demais grupos (Figura 
9D. Diferença da área sobre a curva de Ang II e Ang II em banhos incubados com 
  
PD123319. S: -3,83±13,06; OVX: -9,42±9,51; OE2: 95,7±27,8; ON: -9,64±15,03; 
OE2+N: 17,4±12,13 %).  
 
Por fim, foi feito uma Curva Concentração-Resposta de Ang II em banhos incubados 
com losartan (10-6M), um bloqueador seletivo dos receptores AT1. Assim, sob esta 
condição, a resposta constritora da Ang II foi completamente abolida (dados não 
apresentados). 
 
 
Figura 9. A-C. Análise da reatividade vascular  em anéis de aorta torácica a angiotensina II em 
banhos incubados com PD 123319 (10-6M) após 8 semanas de tratamento em ratas SHR dos 
seguintes grupos(n=5-6): SHAM (S), Ovariectomizado (OVX), OVX+E2 (OE2), 
Ovariectomizado+Natação (ON), Ovariectomizado+E2+ Natação (OE2+N).D. Diferença entre á 
área sobre a curva (dAUC,%) de Ang II entre a situação controle e a situação com incubação 
de PD123319 (10-6M). Valores expressos em Média±Erro Padrão da Média (EPM). A-
C.Utilizou-se ANOVA duas vias (fator 1: tratamento e fator 2: concentração da dose de 
angiotensina II) e post hoc de Tukey. D. Utilizou-se ANOVA uma via e post hoc de Tukey. 
Diferenças significativas quando p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001 *** vs. SHAM; p<0,01§§, p<0,001 
§§§ vs. OVX; p<0,01 ƢƢƢ vs. ON; p<0,01 ++ vs. OE2+N. 
 
 
 
 
  
Tabela 5. Valores referentes à resposta máxima (Rmáx., g) e sensibilidade (pD2) das 
curvas concentração-resposta à Angiotensina II em anéis isolados de aortas 
incubados com PD123319 (10-6M) de ratas SHR dos grupos experimentais. 
Grupos (n=5-6) Rmáx (g) pD2 
SHAM 1,71±0,22 -7,34±0,10 
OVX 2,26±0,08 -7,93±0,14 
OE2 2,56±0,16** -8,29±0,49 
ON 0,52±0,10***,§§§,### -7,40±0,18 
OE2+N 0,53±0,06***,§§§,### -7,97±0,14 
S, SHAM; OVX, ovariectomia; OE2, ovariectomia+TE2l; ON, ovariectomia+natação; OE2+N, 
ovariectomia+ TE2+natação. Valores expressos em Média±EPM; ANOVA uma-via e post-hoc 
de Tukey adotando um índice de significância mínimo de 5%. 
** p<0,01, ***p<0,001 vs. SHAM. 
§§§p<0,001 vs. OVX. 
##p<0,001 vs.OE2. 
 
4.5.2 Curva Concentração-Resposta: Angiotensina-(1-7) 
 
Para melhor compreensão das respostas da curva concentração-resposta de Ang-(1-
7), desmembramos os resultados em diferentes gráficos conforme pode ser 
visualizado na Figura (A-D). Assim, a Figura 10B apresenta as diferenças entre os 
grupos experimentais e o grupo S. Este apresentou um relaxamento via Ang-(1-7) 
significativamente maior que o grupo OVX na maior dose. Além disso, os resultados 
mostraram que o grupo ON apresentou um relaxamento significativamente maior que 
o grupo S nas doses de Ang-(1-7) 2x10-8M e 10-7M, diferenças estas que não foram 
encontradas quando comparado com o outro grupo treinado, o OE2+N e o grupo que 
recebeu TE2, o OE2 (este grupo não está representado na figura 10B). Importante 
ressaltar, que a TE2 não promoveu resultados similares ao grupo S, já que o referido 
grupo apresentou um relaxamento mediado pela Ang-(1-7) significativamente menor 
quando comparado a ambos os grupos treinado, ON e OE2+N, nas doses de Ang-(1-
7) entre 10-9M e 2x10-7M (Figura 10C). Por fim, conforme pode ser observado na 
Figura 10D, o grupo OVX apresentou um relaxamento via Ang-(1-7) significativamente 
menor comparado ao grupo ON e OE2+N (A 1-7 2x10-6M- S: 47,64±4,49, 
OVX:25,82±2,43; OE2:38,9±3,31; ON: 55±9,04; OE2+N: 45,82±5,07%). Estes 
resultados demonstraram que o treinamento crônico de natação ou este associado 
  
com a TE2 com E2 aumentou significativamente o relaxamento mediado pela Ang-(1-
7) em ratas hipertensas submetidas à situação de baixos níveis de 17-β-estradiol. 
Ainda, quando comparada a resposta máxima à Ang-(1-7), o grupo ON apresentou 
resultado significativamente maior comparado ao grupo OVX (Tabela 6). 
 
Tabela 6. Valores referentes à resposta máxima (Rmáx., g) e sensibilidade (pD2) das 
curvas concentração-resposta à Angiotensina-(1-7) em anéis isolados de aortas 
incubados de ratas SHR dos grupos experimentais. 
Grupos (n=5-6) Rmáx (g) pD2 
SHAM 55,67±7,5 -7,44±1,18 
OVX 33,67±5,78 -6,49±0,28 
OE2 53,38±12,17 -6,38±0,39 
ON 71,09±1,47§ -7,59±1,15 
OE2+N 49,13±5,07 -8,89±0,48 
S, SHAM; OVX, ovariectomia; OE2, ovariectomia+TE2; ON, ovariectomia+natação; OE2+N, 
ovariectomia+ TE2+natação. Valores expressos em Média±EPM; ANOVA uma-via e post-hoc 
de Tukey adotando um índice de significância mínimo de 5%. 
§ p<0,05 vs. OVX. 
 
A Ang-(1-7) é um peptídeo que exerce seus efeitos biológicos via ligação com o 
receptor Mas (Santos et al., 2013). Contudo, estudo evidenciou uma possível interação 
deste receptor com o AT2 (cross-talk), no desencadeamento dos efeitos funcionais (de 
Castro et al., 2005). Neste sentido, buscando avaliar esta interação, realizamos o 
bloqueio destes receptores com o PD123319 (10-6M) e foi construída uma curva 
concentração-resposta com Ang-(1-7). Os resultados encontrados corroboram com 
estas informações, haja vista, que não houve diferença estatisticamente significativa 
no relaxamento entre os grupos OVX, OE2, ON e OE2+N. Entretanto, na dose máxima 
o grupo OVX apresentou relaxamento significativamente menor que o grupo S, 
conforme podemos observar na Figura 11 (2x2x10-6M- S: 39,9±7,7, OVX:20,7±4,8; 
OE2:32,9±5,8; ON: 27,1±2,4; OE2+N: 31,2±4,2%). Por outro lado, não encontramos 
na resposta máxima (g) e no pD2 quando comparado os diferentes grupos (Tabela 7). 
Contudo, a diferença da área sobre a curva de Ang-(1-7) na situação controle e na 
situação entre no qual os banhos foram incubados com PD 123319, mostrou que o 
deslocamento do grupo OE2 foi significativamente maior que o grupo ON e OE2+N. 
Cabe ressaltar, que houve um aumento da área sobre a curva do grupo OE2 (Figura 
  
11 B. dAUC, S:-57,92±10,80; OVX:-13,20±33,42; OE2: 22,78±29,24; ON:-69,62±8,96; 
OE2+N:-64,60±8,28 %). 
 
 
 Figura 10. Análise da reatividade vascular  em anéis de aorta torácica a angiotensina-(1-7) (A-
D) após 8 semanas de tratamento em ratas SHR dos seguintes grupos(n=5-6): SHAM (S), 
Ovariectomizado (OVX), OVX+E2 (OE2), Ovariectomizado+Natação (ON), 
Ovariectomizado+E2+ Natação (OE2+N). Valores expressos em Média±Erro Padrão da Média 
(EPM). Utilizou-se ANOVA duas vias (fator 1: tratamento e fator 2: concentração da dose de 
angiotensina 1-7) e post hoc de Tukey. Diferenças significativas quando p<0,05, * vs. SHAM; 
p<0,05 §, p<0,01 §§, p<0,001 §§§ vs. OVX; p<0,05 # , p<0,01 Ƣ##,  p<0,001 ### vs. OE2. 
 
  
 
Figura 11. A. Curva Concentração-Resposta de angiotensina 1-7 em anéis de aorta torácica 
incubados com PD123319 (10-6M) de ratas SHR após 8 semanas de tratamento dos seguintes 
grupos(n=5-6): SHAM (S), Ovariectomizado (OVX), OVX+E2 (OE2), Ovariectomizado+Natação 
(ON), Ovariectomizado+E2+ Natação (OE2+N). B. Diferença entre á área sobre a curva 
(dAUC,%) de ANG II entre a situação controle e a situação com incubação de PD123319 (10-
6M). D. Utilizou-se ANOVA uma via e post hoc de Tukey. Valores expressos em Média±Erro 
Padrão da Média (EPM). Utilizou-se ANOVA duas vias (fator 1: tratamento e fator 2: 
concentração da dose de angiotensina 1-7) e post hoc de Tukey. Diferenças significativas 
quando p<0,001 *** vs. SHAM; p<0,05 #vs. OE2. 
 
 
 
 
 
 
 
  
Tabela 7. Valores referentes à resposta máxima (Rmáx., g) e sensibilidade (pD2) das 
curvas concentração-resposta à Angiotensina-(1-7) em anéis isolados de aortas 
incubados com PD 123319 (10-6M) de ratas SHR dos grupos experimentais. 
Grupos (n=5-6) Rmáx (g) pD2 
SHAM 83,24±38,07 -5,45±0,49 
OVX 30,55±4,60 -6,38±0,15 
OE2 47,06±4,92 -6,9±0,67 
ON 70,93±17,04 -17,71±9,56 
OE2+N 35,16±5,22 -3,31±4,50 
S, SHAM; OVX, ovariectomia; OE2, ovariectomia+TE2; ON, ovariectomia+natação; OE2+N, 
ovariectomia+ TE2+natação. Valores expressos em média e EPM; ANOVA uma-via e post-hoc 
de Tukey adotando um índice de significância mínimo de 5%. Não foi encontrada diferença 
estatisticamente significativa. 
 
Como abordado anteriormente, está bem estabelecido na literatura que a Ang-(1-7) 
exerce seus efeitos via receptor Mas. Entretanto, a incubação dos banhos com o 
bloqueador seletivo do receptor Mas, A779 (10µM) promoveu resposta vasodilatadora 
concentração-dependente à Ang-(1-7) nos anéis de aorta em todos os grupos (Figura 
12A). O grupo OVX apresentou relaxamento significativamente menor que o grupo S. 
No entanto, o grupo OE2 não apresentou alteração significativa da resposta 
vasodilatadora quando comparado ao grupo OVX (Figura 12B). Por outro lado, o 
treinamento crônico de natação conseguiu melhorar a resposta vasodilatadora das 
ratas OVX, já que o grupo ON e OE2+N apresentou relaxamento significativamente 
maior que o grupo OVX. Contudo, quando os grupos de animais treinados (ON e 
OE2+N) foram comparados com o SHAM e OE2, somente o grupo OE2+N apresentou 
relaxamento significativamente maior nas doses entre 10-10 e 10-7M comparado aos 
referidos grupos (Figura 12D) [Ang-(1-7) 2x10-6M- S: 42,85±3,59; OVX:21,58±7,44; 
OE2:33,21±8,64; ON:45,91±3,91; OE2+N:44±3,99%]. 
 
 
 
 
  
 
Figura 12. Curva Concentração-Resposta de angiotensina-(1-7) em anéis de aorta torácica 
incubados com A779 (10µM) de ratas SHR apos 8 semanas de tratamento dos seguintes 
grupos(n=5-6): SHAM (S), Ovariectomizado (OVX), OVX+E2 (OE2), Ovariectomizado+Natação 
(ON), Ovariectomizado+E2+ Natação (OE2+N). Valores expressos em Média±Erro Padrão da 
Média (EPM). Utilizou-se ANOVA duas vias (fator 1: tratamento e fator 2: concentração da dose 
de angiotensina 1-7) e post hoc de Tukey. Diferenças significativas quando p<0,05, * vs. S; 
p<0,05 §, p<0,01 §§, p<0,001 §§§ vs. OVX; p<0,05 # , p<0,01 ##,  p<0,001 ### vs. OE2. 
  
Tabela 8. Valores referentes à resposta máxima (Rmáx., g) e sensibilidade (pD2) das 
curvas concentração-resposta à Angiotensina-(1-7) em anéis isolados de aortas 
incubados com A779 (10µM) de ratas SHR dos grupos experimentais. 
Grupos (n=5-6) Rmáx (g) pD2 
SHAM 118,1±45,89 -6,05±1,17 
OVX 26,09±10,2 -1,78±4,62 
OE2 56,06±6,84 -3,21±3,16 
ON 81,04±9,12 -7,37±0,38 
OE2+N 55,38±9,87 -10,12±2,06 
S, SHAM; OVX, ovariectomia; OE2, ovariectomia+TE2; ON, ovariectomia+natação; OE2+N, 
ovariectomia+ TE2+natação. Valores expressos em Média±EPM; ANOVA uma-via e post-hoc 
de Tukey adotando um índice de significância mínimo de 5%. Não foi encontrada diferença 
estatisticamente significativa. 
 
A diferença da área sobre a curva de Ang-(1-7) (%) entre a situação controle e a 
situação na qual os anéis estavam incubados com o bloqueador do receptor Mas, 
A779, não apresentou diferença entre os grupos, conforme pode ser observado na 
Figura 13 (dAUC. S:-28,97±22,80; OVX: -21,31±28,68; OE2: 10,35±34; ON: -
32,45±8,4; OE2+N: 8,09±19,73 %). 
 
 
Figura 13. Diferença entre á área sobre a curva (dAUC,%) de Angiotensina-(1-7) entre a 
situação controle e a situação com incubação de A779 (10 µM) de ratas SHR após 8 semanas 
de tratamento dos seguintes grupos(n=5-6): SHAM (S), Ovariectomizado (OVX), OVX+E2 
(OE2), Ovariectomizado+Natação (ON), Ovariectomizado+E2+ Natação (OE2+N). Valores 
expressos em Média±Erro padrão da Média (EPM). D. Utilizou-se ANOVA uma via e post hoc 
de Tukey. Não foi encontrada diferença estatisticamente significativa. 
 
  
Por fim, quando os banhos foram incubados com L-NAME promovendo a inibição da 
síntese de NO pelas isoformas da NOS no vaso, todos os grupos apresentaram 
diminuição do relaxamento, de forma que nenhuma diferença foi encontrada entre os 
grupos em nenhuma das doses, mostrando que o NO foi o principal mediador da 
vasodilatação promovida pela Ang-(1-7) (Figura 14A) [Ang-(1-7) 2x10-6M- S: 
15,1±2,72; OVX:11,05±5,54; OE2:9,91±1,56; ON:12,11±1,05; OE2+N:12,3±4,5%). 
Ademais, não foi encontrada diferença significativa na Rmáx (g), assim como no pD2 
(Tabela 9) e dAUC (Figura 14B; %) (dAUC; S:-80,25±6,82; OVX: -58,52±18,93; OE2:-
66,46±8,80; ON: -93,42±0,36; OE2+N: -79,61±4,20). 
 
Tabela 9. Valores referentes à resposta máxima (Rmáx., g) e sensibilidade (pD2) das 
curvas concentração-resposta à Angiotensina-(1-7) em anéis isolados de aortas 
incubados com L-NAME (10-6M) de ratas SHR dos grupos experimentais. 
Grupos(n=5-6) Rmáx (g) pD2 
SHAM 22,02±2,98 -4,16±1,67 
OVX 8,76±4,17 -6,29±0,82 
OE2 17,55±8,87 -3,67±9,72 
ON 20,13±7,02 -4,55±0,92 
OE2+N 36,33±14,81 -1,93±8,54 
S, SHAM; OVX, ovariectomia; OE2, ovariectomia+TE2; ON, ovariectomia+natação; OE2+N, 
ovariectomia+ TE2+natação. Valores expressos em Média±EPM; ANOVA uma-via e post-hoc 
de Tukey adotando um índice de significância mínimo de 5%. Não foi encontrada diferença 
estatisticamente significativa. 
 
 
  
 
Figura 14.A. Curva Concentração-Resposta de angiotensina-(1-7) em anéis de aorta torácica 
incubados com L-NAME (10-6M) de ratas SHR apos 8 semanas de tratamento dos seguintes 
grupos(n=5-6): SHAM (S), Ovariectomizado (OVX), OVX+E2 (OE2), Ovariectomizado+Natação 
(ON), Ovariectomizado+E2+ Natação (OE2+N). B. Diferença entre á área sobre a curva 
(dAUC,%) de Angiotensina-(1-7) entre a situação controle e a situação com incubação de A779 
Valores expressos em Média±Erro Padrão da Média (EPM).A. Utilizou-se ANOVA duas vias 
(fator 1: tratamento e fator 2: concentração da dose de angiotensina 1-7). B. Utilizou-se 
ANOVA duas vias. Não foi encontrada diferença estatisticamente significativa. 
 
 
Ao final dos experimentos com Ang-(1-7), os vasos foram incubados com 
Nitroprussiato de Sódio (10-4M) e não houve diferença no relaxamento independente 
do endotélio (dados não apresentados). 
 
 
 
 
 
 
  
4.6 Detecção de Proteínas 
 
4.6.1 Receptor AT1 
 
Foi realizada a mensuração da expressão do receptor AT1 em segmentos de aorta 
torácica. Assim, após 8 semanas de treinamento por meio de natação e/ ou TE2 com 
E2 em ratas SHR ovariectomizadas, podemos notar que somente o grupo OVX 
apresentou um aumento significativo na expressão do receptor AT1 comparado ao 
grupo SHAM (S: 1,67±0,57; OVX:3,85±0,54; OE2: 2,7±0,59; ON: 3,34±0,3; 
OE2+N:2,04±0,38). 
 
  
Figura 15. Expressão protéica do receptor AT1/β-actina, por meio da técnica de Western 
Blotting, em segmentos de artéria aorta torácica após 8 semanas de tratamento em ratas SHR 
dos seguintes grupos: SHAM (S, n=4), Ovariectomizado (OVX, n=4), OVX+E2 (OE2, n=4), 
Ovariectomizado+Natação (ON, n=4), Ovariectomizado+E2+Natação (OE2+N, n=4). Valores 
expressos em Média±Erro Padrão da Média (EPM). Utilizou-se ANOVA uma via com post hoc 
de Tukey. Diferenças significativas quando p<0,05 * vs SHAM.  
 
 
 
 
 
 
  
 
4.6.2 Receptor AT2 
 
A mensuração do receptor AT2 foi realizada para analisar a expressão de um dos 
componentes vasodilatadores do SRA. Assim, conforme pode ser observado na Figura 
, o grupo ON apresentou um notório aumento na expressão dos receptores AT2 em 
decorrência do treinamento físico quando comparado aos grupos S, OVX, OE2 e 
OE2+N. Ademais, o grupo OE2+N apresentou aumento significativo na expressão do 
receptor AT2 quando comparado aos grupos S e OVX (S: 0,005±0,001; 
OVX:0,008±0,003; OE2:0,03±0,005; ON:0,12±0,01; OE2:0,06±0,02). 
 
 
Figura 16. Expressão protéica do receptor AT2/β-actina, por meio da técnica de Western 
Blotting, em segmentos de artéria aorta torácica apos 8 semanas de tratamento em ratas SHR 
dos seguintes grupos: SHAM (S, n=4), Ovariectomizado (OVX, n=4), OVX+E2 (OE2, n=4), 
Ovariectomizado+Natação (ON, n=4), Ovariectomizado+E2+ Natação (OE2+N, n=4). Valores 
expressos em Média±Erro Padrão da Média (EPM). Utilizou-se ANOVA uma via com post hoc 
de Tukey. Diferenças significativas quando p<0,05 *, p<0,001*** vs. S, p<0,05§, p<0,001§§§ 
vs. OVX; p<0,01 ##vs. OE2; p<0,05+ vs. OE2+N. 
 
  
 
4.6.3 Receptor Mas 
 
O receptor Mas é outro importante receptor do SRA, que dentre seus inúmeros efeitos, 
destacamos o papel de promover vasodilatação via ligação com a Angiotensina (1-7). 
Assim, realizamos experimentos visando quantificar a expressão deste receptor. Os 
resultados evidenciaram um significativo aumento na expressão do receptor Mas nos 
grupos ON e OE2+N quando comparados ao grupo S e OVX, conforme pode ser 
evidenciado na Figura (S:0,04±0,01; OVX:0,04±0,01; OE2:0,10±0,02; ON:0,16±0,03; 
OE2:0,19±0,02). Cabe ressaltar, que a primeira banda refere-se ao controle positivo, 
neste caso proteína extraída de testículo de rato. Este procedimento foi realizado para 
nos certificarmos que o blotting avaliado tratava-se realmente do receptor Mas. 
 
. 
Figura 17. Expressão protéica do receptor Mas/β-actina, por meio da técnica de Western 
Blotting, em segmentos de artéria aorta torácica apos 8 semanas de tratamento em ratas SHR 
dos seguintes grupos: SHAM (S, n=4), Ovariectomizado (OVX, n=4), OVX+E2 (OE2, n=4), 
Ovariectomizado+Natação (ON, n=4), Ovariectomizado+E2+ Natação (OE2+N, n=4). Valores 
expressos em Média±Erro Padrão da Média (EPM). Utilizou-se ANOVA uma via com post hoc 
de Tukey. Diferenças significativas quando p<0,05 *, p<0,01 ** vs S; p<0,05 §, p<0,01§§ vs. 
OVX. 
 
 
 
 
  
 
4.6.4 eNOS 
 
A expressão da eNOS apresentou diminuição significativa no grupo OVX quando 
comparado ao S. No entanto, este efeito foi prevenido realizando a TE2, já que o 
grupo OE2 apresentou aumento significativo da enzima quando comparado ao OVX. 
No tocante do treinamento físico, este promoveu aumento na expressão da eNOS 
somente quando associado a TE2, já que o grupo OE2+N apresentou aumento 
significativo quando comparado ao grupo OVX, efeito este não encontrado no grupo 
ON. Estes resultados nos permitem afirmar que o E2 foi um importante fator para 
promover o aumento na expressão da enzima (S:0,38±0,08; OVX:0,07±0,03; 
OE2:0,35±0,09; ON:0,20±0,02; OE2+N:0,33±0,005).  
 
 
Figura 18. Expressão protéica da eNOS/β-actina, por meio da técnica de Western Blotting, em 
segmentos de artéria aorta torácica apos 8 semanas de tratamento em ratas SHR dos 
seguintes grupos: SHAM (S, n=4), Ovariectomizado (OVX, n=4), OVX+E2 (OE2, n=4), 
Ovariectomizado+Natação (ON, n=4), Ovariectomizado+E2+ Natação (OE2+N, n=4). Valores 
expressos em Média±Erro Padrão da Média (EPM). Utilizou-se ANOVA uma via com post hoc 
de Tukey. Diferenças significativas quando p<0,05 # vs. OVX. 
 
 
 
 
  
 
4.6.5 Mn SOD2 
 
Sabe-se que a superóxido dismutase (Mn SOD) catalisa a dismutação do ânion 
superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio, impedindo este radical livre de 
reagir com o NO, assim aumentando sua biodisponibilidade. Por este motivo, 
analisamos a expressão da Mn SOD2. Os resultados evidenciaram aumento 
estatisticamente significativo do grupo ON quando comparado ao grupo de animais 
sedentários, S, OVX e OE2 (S:0,31±0,13; OVX:0,24±0,08; OE2:0,45±0,08; ON:1±0,22; 
OE2+N:0,66±0,15). 
 
 
Figura 19. Expressão protéica da Mn SOD2/β-actina, por meio da técnica de Western Blotting, 
em segmentos de artéria aorta torácica apos 8 semanas de tratamento em ratas SHR dos 
seguintes grupos: SHAM (S, n=4), Ovariectomizado (OVX, n=4), OVX+E2 (OE2, n=4), 
Ovariectomizado+Natação (ON, n=4), Ovariectomizado+E2+ Natação (OE2+N, n=4). Valores 
expressos em Média±Erro Padrão da Média (EPM). Utilizou-se ANOVA uma via com post hoc 
de Tukey. Diferenças significativas quando p<0,01 ** vs. S; p<0,01 §§ vs. OVX; #p<0,05 vs. 
OE2. 
 
 
 
 
 
  
 
4.6.6 Akt 1/2/3 e pAkt 1/2/3 ser473 
 
Outra expressão proteica que foi avaliada foi a da proteína Akt 1/2/3 e a razão entre 
Akt fosforilada e Akt 1/2/3. Este experimento foi realizado para que pudéssemos 
avaliar a via pela qual ocorreu a ativação da eNOS. Neste sentido, na figura A 
podemos perceber que houve aumento significativo na Akt 1/2/3 nos grupos ON e 
OE2+N quando comparado ao grupo OVX (Figura 20A. Akt 1/2/3: S:0,03±0,004; 
OVX:0,02±0,006; OE2:0,05±0,008; ON:0,08±0,01; OE2+N:0,08±0,01). Para nos 
certificarmos que este aumento da expressão foi seguido de maior ativação da 
enzima, avaliamos a expressão da Akt fosforilada no fragmento de serina 473 corrigido 
pela Akt total e os resultados encontrados apontaram aumento significativo somente 
no grupo ON quando comparado ao grupo OVX (Figura 20B. pAkt/Akt; S: 25±2,89; 
OVX: 18,46±1,77; OE2: 27,34±2,12; ON:29,66±2,11; OE2+N: 26,66±2,22). 
 
  
 
Figura 20. A. Expressão protéica da Akt/β-actina e B. pAkt/Akt, por meio da técnica de 
Western Blotting, em segmentos de artéria aorta torácica apos 8 semanas de tratamento em 
ratas SHR dos seguintes grupos: SHAM (S, n=4), Ovariectomizado (OVX, n=4), OVX+E2 (OE2, 
n=4), Ovariectomizado+Natação (ON, n=4), Ovariectomizado+E2+ Natação (OE2+N, n=4). 
Valores expressos em Média±Erro Padrão da Média (EPM). Utilizou-se ANOVA uma via com 
post hoc de Tukey. Diferenças significativas quando p<0,01 * vs. S;  p<0,05 § vs. OVX. 
 
 
  
4.7 Produção das Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) 
 
Concentrações de espécies reativas de oxigênio na parede da aorta foi analisada pela 
alteração na fluorescência emitida, resultante da oxidação do dihidroetídeo (DHE), que 
ao ser oxidado pelas espécies reativas de oxigênio gera etídeo, produzindo 
fluorescência vermelha ao se ligar ao DNA da célula. 
 
A fluorescência emitida pelo DHE revelou uma elevada produção de espécies reativas 
de oxigênio na parede da aorta do animal OVX e este aumento foi atenuado tanto pela 
TE2, quanto pelo exercício físico, nas ratas SHR ovariectomizadas. Contudo, não 
notamos efeitos adicionais na produção das espécies reativas de oxigênio em função 
da associação destes dois tratamentos (Figura 21). 
 
4.8 Imunohistoquímica  
 
Para observar a expressão in situ de Ang-(1-7), procedeu-se a imunohistoquímica do 
referido peptídeo em segmento de aorta superior de um animal pertencente a cada um 
dos grupos estudados. Nas figuras são 22 e 23 observados cortes representativos 
destas imunohistoquímicas.  
 
Nota-se na figura uma redução da coloração amarronzada no endotélio do segmento 
de aorta do animal OVX quando comparado aos demais animais, o que caracteriza 
uma redução de Ang-(1-7). Neste sentido, podemos perceber que o treinamento 
crônico de natação proporcionou um aumento de Ang-(1-7) no animal ON retornando à 
parâmetros de um animal controle (SHAM). Por outro lado, a TE2 não apresentou 
influência sobre a presença de Ang-(1-7) no endotélio vascular da aorta dos animais 
estudados, visto que não notamos diferença entre os animais OE2+N e ON bem como 
nos grupos OVX vs. OE2. 
 
 
  
  
Figura 21. Efeitos da TE2 e/ou treinamento crônico de natação sobre a produção das 
espécies reativas de oxigênio. A produção de espécies reativas de oxigênio como revelada 
pela intensidade da fluorescência emitida pelo DHE, na parede da aorta de um animal SHAM, 
OVX, OE2, ON e OE2+N. 
 
  
 
 
Figura 22. Imunohistoquímica para a detecção de Ang-(1-7) em aorta de ratas SHR 
submetidas à cirurgia fictícia (Sham), ovariectomizada (OVX), ovariectomizada+ TE2 (OE2), 
ovariectomizada+Natação (ON) e ovariectomizada+ TE2+ Natação (OE2+N). As figuras 
apresentadas são demonstrativas de dois resultados representativos. Os controles negativos 
foram incubados sem o anticorpo primário para a Ang-(1-7) e com IgG e não mostraram 
coloração ao DAB (dados não mostrados). A coloração amarronzada representa a expressão 
de Ang-(1-7) corada por DAB. Os cortes foram contra-corados com hematoxilina para a 
coloração nucléica. As áreas delimitadas representam a expressão de Ang-(1-7) no endotélio 
vascular. Painel superior com cortes de 100µm. 
  
 
 
Figura 23. Imunohistoquímica para a detecção de Ang-(1-7) em aorta de ratas SHR 
submetidas à cirurgia fictícia (Sham), ovariectomizada (OVX), ovariectomizada+ TE2 (OE2), 
ovariectomizada+Natação (ON) e ovariectomizada+ TE2+ Natação (OE2+N). As figuras 
apresentadas são demonstrativas de dois resultados representativos. Os controles negativos 
foram incubados sem o anticorpo primário para a Ang-(1-7) e com IgG e não mostraram 
coloração ao DAB (dados não mostrados). A coloração amarronzada representa a expressão 
de Ang-(1-7) corada por DAB. Os cortes foram contra-corados com hematoxilina para a 
coloração nucléica. As áreas delimitadas representam a expressão de Ang-(1-7) no endotélio 
vascular. Painel superior com cortes de 50µm. 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
5 DISCUSSÃO 
 
Durante a menopausa aumenta a incidência de doenças cardiovasculares, entre elas a 
hipertensão arterial, desencadeadas principalmente devido à diminuição dos níveis de 
17-β-estradiol (Wenger et al., 1993). Paralelamente, a TE2 é uma alternativa 
terapêutica adotada neste estágio da vida da mulher. No entanto, embora resultados 
de estudos experimentais tenham demonstrado efeitos benéficos sobre o sistema 
cardiovascular desta terapia (Hernández et al., 2000; Kang et al.,  2011; LeBlanc et al., 
2009), pesquisas clínicas não apresentaram efeitos que denotem proteção contra 
infarto agudo do miocárdio e outras doenças cardiovasculares (Hsia et al., 2006), além 
de terem evidenciado aumentar no risco de desenvolvimento de câncer (Colditz GA, 
1998). Portanto, os reais efeitos da TE2 sobre a saúde física permanecem 
inconclusivos. Por outro lado, o exercício físico promove uma série de adaptações 
fisiológicas, como diminuição da pressão arterial em repouso, consequentemente 
contribuindo para efetivo controle da perfusão sanguínea, que por sua vez auxilia no 
controle de doenças, como a hipertensão. O SRA é crítico na regulação da pressão 
arterial e patogênese da hipertensão, podendo ser uma alternativa no controle primário 
desta doença, por meio de abordagens farmacológicas e não farmacológicas que 
possam interferir neste sistema (Wu et al., 1993; Oddie et al., 1992).   Assim, o 
exercício físico é uma das intervenções não-farmacológicas mais importantes 
prescritas para indivíduos hipertensos e entender a sua repercussão sobre o SRA 
torna-se de suma importância. Neste sentido, o objetivo do presente trabalho, foi 
analisar em ratas hipertensas ovariectomizadas, os efeitos crônicos do exercício físico 
e da TE2 sobre a reatividade de anéis de aorta aos dois principais fatores humorais do 
eixo vasoconstritor e vasodilatador do SRA, respectivamente, Ang II e Ang-(1-7). 
Ainda, buscamos elucidar as vias pela quais ocorrem estas possíveis modificações por 
meio de bloqueio farmacológico e análise bioquímica na expressão de proteínas e 
peptídeos envolvidos com este sistema. 
 
No presente estudo demonstramos que o treinamento crônico de natação e/ou TE2 
com E2 promovem diminuição da resposta vasoconstritora a Ang II e aumento na 
vasodilatação mediada pela Ang-(1-7) em anéis de aorta de ratas SHR 
ovariectomizadas. Estas modificações foram acompanhadas por mudanças na 
expressão dos receptores do SRA, AT2 e Mas, mas o bloqueio farmacológico, assim 
como a expressão de enzimas envolvida indiretamente ou diretamente no aumento da 
  
capacidade vasodilatadora, Mn SOD2 e eNOS, nos permitem sugerir que a via pela 
qual ocorre estas alterações na reatividade podem ser diferentes quando comparado 
estes dois diferentes tratamentos. 
 
Efeitos da Terapia de Reposição Hormonal com E2 e/ou Treinamento Físico Crônico 
de Natação sobre o Peso Corporal de Ratas SHR ovariectomizadas. 
 
Estudos reportam que durante a transição para a menopausa, as fêmeas são 
acometidas por mudanças desfavoráveis na composição corporal, no qual podemos 
destacar o aumento do tecido adiposo e consequentemente, complicações na saúde 
física (Haarbo et al., 1991). Particularmente, animais SHR apresentam diminuição da 
lipólise mediada pelas catecolaminas em adipócito isolado (Collison et al., 2000), fator 
que em fêmeas, associado com as alterações hormonais da menopausa, influenciam 
diretamente no peso corporal.  
 
Nossos resultados apontaram um ganho de peso do grupo OVX quando comparado 
ao SHAM e OE2, que pode ter sido causado pelo aumento no tecido adiposo, já que o 
E2 tem um reconhecido papel na modulação deste tecido (Kissebah et al., 1989). Após 
a menopausa, os níveis de E2 insuficientes resultam em aumento no direcionamento 
da gordura corporal, principalmente na cavidade abdominal (Harboo et al., 1991). 
Assim, a ovariectomia diminui a lipólise (Darimont et al., 2000) e o tratamento com E2 
reverte este efeito, além de diminuir a síntese de ácidos graxos (Hansen, Fahmy, 
Nielsen, 1980) e a deposição da gordura na região central (Harboo et al., 1991). De 
igual forma, este efeito parece explicar o menor ganho de peso do grupo OE2+N, já 
que somente o treinamento físico não foi efetivo para impedir ganho de peso das ratas 
do grupo ON. Similar aos dados apresentados, trabalhos recentes de nosso grupo 
mostraram que somente o treinamento de natação de ratas OVX não foi capaz de 
prevenir o ganho de peso (Endlich et al., 2013; Claudio et al., 2013). Contudo, o 
treinamento físico pode ter sido eficiente para modificar a composição corporal, uma 
vez que, o peso corporal das ratas OVX treinadas foi significativamente maior quando 
comparado ao das ratas OVX treinadas e submetidas à TE2, mas o acúmulo de 
gordura na região visceral foi significativamente menor no grupo OVX treinado, de 
forma que os autores sugeriram aumento de massa magra (Claudio et al., 2013). 
  
Resultados similares foram encontrados por outros pesquisadores (Shinoda et al., 
2002; Zoth et al., 2010). 
 
Efeitos da Terapia de Reposição Hormonal com E2 e/ou Treinamento Físico Crônico 
de Natação sobre a Pressão Arterial de Ratas SHR Ovariectomizadas. 
 
O treinamento aeróbio é recomendado como potente adjuvante no tratamento da 
hipertensão, pois atenua (mas não normaliza) a pressão arterial em repouso tanto em 
animais (Brum et al., 2000; Melo RM, Martinho, Jr, Michelini LC, 2003; Felix JV, 
Michelini LC, 2007; Amaral SL, Zorn TM, Micheline LC, 2000), quanto humanos 
(Laterza et al., 2007; Cardoso 2010). Neste sentido, os resultados do presente 
trabalho, mostraram ao final do tratamento menor valor de PAS em repouso dos 
grupos ON e OE2+N quando comparado aos grupos S, OVX e OE2. Além disso, 
somente os grupos treinados não apresentaram aumento significativo da PAS em 
repouso quando comparado aos seus valores iniciais, ou seja, estes grupos não 
apresentaram variação significativa da PAS quando comparado o momento pré-
tratamento e o final do tratamento.  
  
Em SHR, a castração de machos diminuiu a pressão arterial; já fêmeas 
ovariectomizadas quando tratadas com testosterona apresentaram aumento da 
pressão arterial para valores similares aos de machos intactos de mesma idade 
(Reckelhoff et al., 1998), nos permitindo afirmar que nesta linhagem de ratos a 
testosterona apresenta importante papel no progresso da hipertensão. Por outro lado, 
o hormônio sexual feminino, 17-β-estradiol, que tem seus níveis diminuídos 
significativamente após a ovariectomia, parece não ser o único fator responsável pelo 
progresso da hipertensão de ratas SHR. Wassman e colaboradores (2000) avaliaram 
a pressão arterial de fêmeas SHR submetidas à ovariectomia ou a Terapia de 
Reposição Hormonal com E2 e não encontraram diferença entre estes grupos, assim 
como os resultados do presente estudo. Adicionalmente, outros estudos não 
encontraram diferença na pressão arterial quando comparadas ratas SHR SHAM e 
ovariectomizadas (Dalpiaz et al., 2013; Reckelhoff et al., 2000). Embora o E2 tenha um 
reconhecido papel cardioprotetor, no período pós-menopausa de ratas SHR a 
dificuldade em controlar a pressão arterial se deve aos inúmeros fatores relacionados 
com o processo hipertensivo, tais quais: envolvimento da endotelina (Yanes et al., 
  
2005) e SRA (Yanes et al., 2010) na manutenção da hipertensão; aumento dos 
hormônios androgênicos (Chen et al., 1992), visto que estes animais apresentam 
níveis 4 vezes maior destes hormônios quando comparada às ratas jovens (Fortepiani 
et al., 2003). 
 
Com relação ao papel do exercício físico na modulação da pressão arterial em fêmeas 
hipertensas, estudos prévios não demonstraram diminuição da pressão arterial em 
ratas SHR treinadas (Amaral et al., 2008; Coimbra et al., 2008). Os autores atribuíram 
estes resultados à hipertrofia (relação parede-lúmen) do vaso sanguíneo de órgãos 
não exercitados como o rim, uma vez que o exercício físico foi eficiente somente em 
interferir na hipertrofia do vaso sanguíneo dos músculos exercitados, efeito que 
isolado não foi capaz diminuir a resistência vascular periférica total e 
consequentemente a pressão arterial. Cabe ressaltar, que estes estudos utilizaram 
treinamento físico crônico de corrida. Em contrapartida, o presente estudo utilizou 
protocolo de natação. De igual forma, Ikeda T et al. (1994), também encontraram 
atenuação significativa da pressão arterial de fêmeas treinadas cronicamente por meio 
de natação. Ademais, estudo utilizando ratas normotensas mostrou que após a 
ovariectomia o treinamento crônico de natação associado ou não a TE2, promoveu 
diminuição da pressão arterial (Flues et al., 2010). Estes resultados nos permitem 
sugerir que a diminuição da pressão arterial em SHR pode ser exercício-dependente. 
O mecanismo pelo qual isso ocorre pode estar ligado ao peptídeo natriurético atrial 
(ANP). Em estudo prévio realizado por nosso grupo, machos SHR que realizaram 
treinamento físico por 8 semanas, apresentaram aumento nos níveis plasmáticos de 
ANP, somente pela natação, mas não pela corrida (Endlich et al., 2011). O ANP 
apresenta reconhecido papel hipotensor, por meio de inúmeros fatores, dentre eles 
destaca-se a inibição de importantes componentes ligados ao eixo vasoconstritor do 
SRA (Potter et al., 2006), uma vez que a inibição dos mesmos tem sido reconhecida 
como uma das principais adaptações responsáveis pela diminuição da pressão arterial 
decorrente do exercício físico (Felix et al., 2007). 
 
Efeitos da Terapia de Reposição Hormonal com E2 e/ou Treinamento Físico Crônico 
de Natação sobre os Níveis Plasmáticos de Angiotensina II de Ratas SHR 
Ovariectomizadas. 
 
  
O SRA tem fundamental papel na regulação do sistema cardiovascular, sendo 
modulado por inúmeros hormônios, dentre eles o estrogênio. Por exemplo, um estudo 
realizado com ratas normotensas mostrou que a ovariectomia diminui a concentração 
plasmática de Ang II e aumenta a atividade da renina plasmática, e a TE2 aumentou 
os níveis de Ang II e diminuiu a atividade da renina plasmática (Xu et al., 2008). Por 
outro lado, outro trabalho conduzido com ratas hipertensas mostrou que a TE2 
diminuiu a concentração plasmática de renina, a atividade da sérica da ECA e a 
concentração plasmática de Ang II (Chapell et al., 2003). No entanto, inúmeros 
estudos reportam que a TE2 diminui a atividade da ECA plasmática e tecidual 
(Brosnihan et al., 1997; Chapell et al., 2003; Dean et al., 2005; Gallagher et al., 1999). 
Assim, a partir destas informações, a modulação do estrogênio sobre os níveis 
plasmáticos de Ang II podem depender da condição cardiovascular ao qual a linhagem 
do animal estudado está submetido. No entanto, os estudos à cerca da repercussão 
de Ang II plasmática em função do estradiol são inconclusivos.  
 
Em fêmeas, o treinamento de corrida com alta intensidade resultou em aumento na 
atividade da renina plasmática em condições de repouso (Oliveira et al.,2009). No 
entanto, não encontramos estudos mostrando os efeitos do exercício físico sobre os 
níveis plasmáticos de Ang II. Entretanto, considerando esta escassez de informações, 
iremos discutir estes efeitos com o que já está elucidado em machos. Em animais 
hipertensos o exercício físico de natação afeta diferentemente a atividade das 
principais enzimas envolvendo o SRA em função da idade (Zamo et al., 2011). 
Enquanto em adultos ocorre uma diminuição da atividade da  ECA e renina 
plasmática, em animais jovens observou-se aumento da atividade da renina 
plasmática, mas em ambos os grupos de animais (jovens e adultos) houve diminuição 
da Ang II plasmática, no qual os autores associaram à diminuição da pressão arterial 
(Zamo et al., 2011). 
 
Os resultados de nosso trabalho mostraram que ambos os tratamentos aplicados, 
terapia de reposição hormonal e exercício físico, promoveram aumento nos níveis 
plasmáticos de Ang II. No entanto, apenas no grupo OE2 houve um aumento 
significativo da pressão durante o período de tratamento, enquanto nos grupos ON e 
OE2+N o aumento nos níveis plasmáticos de Ang II, não foi acompanhado de 
aumento na PAS. Assim, este aumento de Ang II plasmática e a respostas pressóricas 
encontradas podemos especular o envolvimento com o eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas e 
  
maior repercussão sobre o receptor AT2. Esta associação entre níveis aumentados de 
Ang II e diminuição da pressão arterial via AT2 já foi analisada por outro estudo, no 
qual a infusão crônica de Ang II diminuiu a pressão em fêmeas Sprague-Dawley, efeito 
que foi abolido pelo bloqueio do receptor AT2 com PD123319 (Sampson et al., 2008) . 
Ademais, houve aumento na expressão de RNAm da ECA 2 no rim. Contudo, mais 
estudos in vivo realizando o tratamento necessário com os bloqueadores destas vias, 
se fazem necessário para evidenciar esta nossa especulação. 
 
Efeitos da Terapia de Reposição Hormonal com E2 e/ou Treinamento Físico 
Crônico de Natação sobre a Reatividade Vascular de Aorta à Angiotensina II de 
Ratas SHR ovariectomizadas 
 
Homens apresentam maior risco de doenças cardiovasculares quando comparados a 
mulheres de idade similar. Ainda, homens apresentam maior pressão arterial que 
mulheres (Burt et al., 1995; Wiinberg et al., 1995). No entanto, essas diferenças 
sexuais mudam em decorrência da menopausa, quando o risco de doenças 
cardiovasculares e a prevalência de hipertensão aumenta em mulheres (Kannel WB, 
2002). Por sua vez, inúmeros tratamentos/terapias são aplicados nesta fase e 
entender a sua repercussão no processo, torna-se importante para avaliar e comparar 
a sua eficiência. Neste sentido, fêmeas SHR são reconhecidas como importante 
modelo para estudo de hipertensão pós-menopausa (Fortepiani et al., 2003). Sendo 
assim, utilizamos ratas SHR ovariectomizadas para estudar os efeitos do treinamento 
físico de natação e/ou terapia de reposição hormonal com E2 na reatividade vascular 
de anéis de aorta a Ang II. 
 
Em fêmeas SHR a atividade da renina plasmática está aumentada na pós-menopausa 
quando comparada a ratas não menopausadas jovens (Fortepiani et al., 2003). 
Ademais, o tratamento com losartan, um bloqueador do receptor AT1, diminuiu a 
pressão arterial (mas não normaliza), destes animais (Yanes et al., 2010). Neste 
sentido, podemos admitir que ratas SHR com deficiência de estrogênio apresentam 
maior ativação do eixo clássico do SRA, Ang II/ECA/AT1, sendo este um dos 
principais responsáveis pelo aumento pressórico. Assim, Wassmann e colaboradores 
(2001) avaliaram o efeito do estrogênio sobre a reatividade de anéis de aorta a Ang II 
  
em SHR ovariectomizadas tratadas com E2. Os resultados mostraram que após 
ovariectomia a resposta constritora a Ang II foi maior quando comparado ao grupo 
SHAM e ovariectomizado tratado com E2. Nossos resultados corroboram com o do 
referido trabalho. O mecanismo pelo qual ocorreu este aumento na resposta tensora 
do grupo OVX quando comparado ao S pode ter sido decorrente do aumento na 
expressão de AT1 - receptor responsável por mediar os efeitos vasoconstritores de 
Ang II (Carey e Siragy, 2003)- uma vez que a deficiência de estrogênio promove 
upregulation deste receptor (Wassmann et al., 2001; Dean et al., 2005; Nickenig et al., 
1998). Especulamos que a via pela qual AT1 promoveu aumento na tensão no grupo 
OVX ocorreu pela produção das espécies reativas de oxigênio, uma vez que a Ang II 
quando se liga a este receptor, ativa a NAD(P)H oxidase aumentando a produção de 
espécies reativas de oxigênio e diminuindo a biodisponibilidade de NO (Yung et al., 
2011), sendo que este mecanismo foi descrito anteriormente em animais SHR 
(Wassmann et al., 2001) e embora não tenhamos analisado a expressão ou atividade 
das subunidades da NAD(P)H, encontramos no animal OVX notório aumento na 
produção das espécies reativas de oxigênio, conforme evidenciado pela fluorescência 
emitida pelo DHE. No entanto, a menor resposta tensora do grupo OE2 comparado ao 
grupo OVX de nosso trabalho pode ter ocorrido por outra via alternativa, no qual 
sugerimos ocorrer pela maior ativação do receptor AT2, uma vez que o seu bloqueio 
resultou em aumento da resposta tensora, alcançando níveis similares ao grupo OVX, 
bem como o dAUC quando o receptor AT2 foi bloqueado, com PD123319, foi 
significativamente maior no grupo OE2, mostrando efetiva participação destes 
receptores na atenuação da resposta vasoconstritora a Ang II via AT1. Van Esch e 
colaboradores (2006) mostraram em camundongos, que a ativação do receptor AT2 
ocorre mediante ativação de AT1, concluindo que o receptor AT2 somente 
contrabalanceia os efeitos pressóricos de AT1, não promovendo vasodilatação quando 
ativado sozinho, esses resultados explicam o aumento dos efeitos pressóricos da Ang 
II quando efetuamos o bloqueio do receptor AT2.  Embora, estudo tenha demonstrado 
aumento da expressão do receptor AT2 promovido pelo estrogênio (Baiardi et al. 
2004), no presente trabalho não encontramos diferença na expressão deste receptor 
entre o grupo OVX e OE2. Ademais, Yung et al. (2001) não evidenciaram aumento na 
expressão desses receptores em ratas normotensas ovariectomizadas.  
 
Ao analisamos a produção das espécies reativas de oxigênio em um animal OE2 e 
notamos claramente diminuição da fluorescência ao DHE quando comparado ao 
animal OVX, desta forma podemos inferir que este possa ser o fator responsável por 
  
esta diferença. As espécies reativas de oxigênio podem ser geradas pela NAD(P)H 
oxidase (Strehlow et al. 2003), enzima que apresenta expressão e atividade diminuída 
em ratas ovariectomizadas tratadas com E2, tanto em SHR (Sullivan et al., 2009), 
quanto em ratas normotensas (Yung et al., 2001), comparadas a ratas OVX de mesma 
linhagem. O ânion superóxido (O2
•-), uma espécie reativa de oxigênio, reage com NO 
formando peróxido de nitrito (ONOO-) e consequentemente diminuindo a 
biodisponibilidade deste importante fator vasodilatador (Strehlow et al. 2003). 
Avaliamos ainda, se a diminuição na produção dos radicais livres estaria ligado ao 
aumento na expressão da enzima do sistema anti-oxidante Mn SOD 2, mas não houve 
diferença na expressão desta enzima quando comparado aos grupos OVX e OE2. 
Outro estudo mostrou que as enzimas do sistema anti-oxidante, glutationa-peroxidase, 
SOD e catalase não tiveram sua expressão alterada pelos níveis de E2 (Wagner et al., 
2001). Embora nestes grupos de animais (S, OVX e OE2) não tenha sido encontrada 
diferença na expressão do receptor AT2, o grupo OE2 pode ter apresentado menor 
geração de ânion superóxido, aumentando a biodisponibilidade de NO, que destaca-se 
como principal mediador da vasodilatação induzida por este receptor (Tsutsumi et al., 
1999; Batenburg et al., 2005). Em consonância, destaca-se o fato da curva 
concentração-resposta de Ang II mediante o bloqueio do NO, ter apresentado aumento 
na resposta tensora no grupo OE2, de forma que não houve diferença entre o grupo 
OVX e OE2; assim como, neste mesmo grupo houve aumento significativo na dAUC 
com L-NAME em relação a situação controle, logo mostrando que o NO contribuiu 
significativamente como mediador contrarregulatório dos efeitos pressores de Ang II. 
Por fim, destacamos o fato do grupo OE2 ter apresentado considerável aumento na 
expressão da eNOS, enzima responsável pela síntese de NO e embora o mecanismo 
vasodilatador de AT2 carece de maiores esclarecimentos, existem inúmeros relatos 
associando o NO como o fator responsável pela vasodilatação mediada por este 
receptor (Siragy HM, Carey RM, 1996; Siragy HM, Carey RM, 1997; Hannan et al., 
2003). O mecanismo pelo qual a exposição ao E2 aumenta a expressão da eNOS tem 
sido bastante estudado em cultura de células endoteliais e parece ser tempo-
dependente. Em humanos, a expressão da eNOS e produção de NO esteve 
aumentada no endotélio aórtico após 8 horas ou mais de exposição ao estrogênio 
(Schiavone et al., 1988). Estas mesmas respostas foram encontradas em células 
endoteliais de ovinos (Yamamoto et al., 1992).  Desta forma, o estrogênio exerce 
efeitos diretos no vaso sanguíneo, tais quais, aumento na síntese de NO e modulação 
na expressão da eNOS (Jiang et al., 1991; Latin-Hermoso et al., 1997; Caulin-Glaser 
et al., 1997). 
  
 
Além disso, avaliamos o efeito do exercício físico por meio do treinamento crônico de 
natação associado ou não, a TE2 na resposta tensora a Ang II. Nossos resultados 
evidenciaram que o exercício físico, independente da TE2, apresentou potente efeito 
na diminuição da resposta vasoconstritora de Ang II comparado aos demais grupos de 
animais sedentários (SHAM, OVX e OE2). De forma similar, Izawa et al. (1995) 
encontrou atenuação da resposta vasoconstritora a Ang II em anéis de aorta de 
animais normotensos em decorrência do exercício crônico de corrida. Em trabalho 
recente publicado pelo nosso grupo, Endlich et al. (2013), mostraram diminuição da 
reatividade a Ang II no leito coronariano de ratas normotensas ovariectomizadas.  
 
Assim, em nosso estudo buscando evidenciar o mecanismo pelo qual o treinamento 
crônico de natação promoveu esta diminuição na resposta tensora a Ang II, foi 
realizado o bloqueio da NOS com L-NAME e foi construída uma curva concentração-
resposta a Ang II. O dAUC dos grupos ON e OE2+N foi significativamente maior 
mediante o bloqueio da NOS com L-NAME quando comparado aos demais grupos, 
evidenciando significativa contribuição do NO no abrandamento da resposta tensora a 
Ang II nestes grupo de animais treinados. Contudo, o mecanismo pela qual ocorreu o 
efeito vasodilatador do NO para contrabalancear a resposta vasoconstritora de Ang II 
ocorreu pode ter acontecido por vias diferentes. Estudo realizado com humanos, 
evidenciou que o exercício físico diminui a vasoconstrição mediada pela Ang II em 
artéria mamária, além de promover diminuição das espécies reativas de oxigênio, 
expressão do RNAm do receptor AT1 e das subunidades gp91
phox e p22 da NAD(P)H 
oxidase, assim como aumento na expressão do RNAm do receptor AT2 (Adams et al., 
2005; Batenburg et al., 2005). 
 
Ao analisarmos a fluorescência ao DHE do animal SHAM, OE2 e OE2+N, podemos 
notar que são bem similares. Em contraposição, o animal OVX apresentou maior 
fluorescência comparado aos demais grupos, fato que denota maior produção de 
espécies reativas de oxigênio. De igual forma ao grupo OE2, no grupo OE2+N o 
estrogênio pode ter modulado a atividade e expressão da NAD(P)H oxidase, 
diminuindo a formação das espécies reativas de oxigênio e assim, aumentando a 
biodisponibilidade de NO, importante mediador da vasodilatação do receptor AT2, que 
teve expressão aumentada no grupo OE2+N. No entanto, o bloqueio do receptor AT2 
  
não modificou a resposta tensora de Ang II neste grupo. Uma possível explicação 
seria o aumento do eixo vasodilatador ECA2/Ang(1-7)/Mas. Quando analisamos a 
expressão de Ang-(1-7) na aorta do animal OE2+N, esta se mostrou similar ao animal 
SHAM e maior quando comparado ao animal OVX. Este resultado nos permite sugerir 
que no animal OE2+N ocorreu aumento na atividade e/ou expressão local da ECA2, 
enzima que catalisa preferencialmente a Ang II em Ang-(1-7) (Vickers et al., 2002). 
Assim, este possível aumento na formação de Ang (1-7) local e/ou a partir de aumento 
do substrato preferencial para a ECA2, Ang II, pode ter promovido os efeitos 
contrarregulatórios na tensão. Fernandes e colaboradores (2011) encontraram 
mecanismo similar no coração de ratas normotensas treinadas por meio da natação. 
Os resultados apontaram aumento na expressão da ECA 2, com aumento na razão 
Ang-(1-7)/Ang II dos grupos treinados em comparação ao grupo SHAM, sugerindo que 
o treinamento aeróbio promoveu aumento da formação de Ang(1-7) a partir da Ang II 
mediado pela ECA 2 (Fernandes T et al., 2011).  Similarmente, outro estudo mostrou 
que o treinamento crônico de natação promoveu no ventrículo esquerdo de ratos SHR 
aumento de Ang-(1-7) e do receptor Mas (Filho et al., 2008). De forma semelhante, em 
nosso trabalho, também encontramos no grupo OE2+N aumento significativo do 
receptor Mas em segmentos de aorta torácica, sugerindo que a Ang-(1-7) local 
(evidenciada pelo aumento no animal OE2+N) pode ter exercido efeitos 
vasodilatadores contrareguladores. Desta forma, concluímos a partir de nossos dados 
que em fêmeas SHR ovariectomizadas e tratadas com E2 associado ao treinamento 
crônico de natação, a atenuação da resposta tensora a Ang II pode ocorrer pelo 
aumento da expressão do receptor AT2. No entanto, mediante bloqueio destes 
receptores, outro mecanismo pode atenuar a resposta tensora de Ang II, como 
sugerimos pela via envolvendo o eixo Ang-(1-7)/ECA2/Mas. Cabe ressaltar, ainda que 
tanto AT2, quanto Mas, apresentam o NO como mediador de sua vasodilatação, 
conforme será abordado nesta seção e no grupo OE2+N houve aumento significativo 
na expressão da eNOS, enzima responsável pela síntese de NO, sendo este efeito 
possivelmente modulado pelo estrogênio, todavia que o grupo ON não apresentou 
aumento na expressão desta enzima.  
 
O grupo ON também apresentou diminuição da resposta tensora a Ang II quando 
comparado aos demais grupos de animais sedentários, S, OVX e OE2. O mecanismo 
pelo qual isso ocorreu pode ter se dado de forma parecida com o grupo OE2+N, já que 
este também apresentou aumento na expressão dos receptores AT2 e Mas, além de 
aumento na síntese de Ang-(1-7) no endotélio aórtico e diminuição na geração das 
  
espécies reativas de oxigênio do animal ON avaliado. O mecanismo pelo qual o 
receptor Mas promove vasodilatação via Ang-(1-7) está ligado ao NO, no qual este 
receptor promove a estimulação da eNOS no fragmento de serina1177 e pela 
desfosforilação na treonina 495 (Sampaio et al. 2007). Estes efeitos parecem ser 
mediados em parte pela via da fosfatidilinositol 3-kinase/Akt (PI3K-Akt) (Sampaio et al. 
2007). Assim, reforçando uma das hipóteses supracitadas, em nosso estudo 
encontramos no grupo ON aumento na expressão da Akt 1/2/3, bem como os 
resultados apontaram aumento da ativação desta enzima, evidenciado por meio do 
aumento da Akt 1/2/3 fosforilada no fragmento de serina 473. E, apesar, de não 
termos avaliado a peNOS ser1177, mostramos no grupo ON o NO como um 
importante mediador na atenuação da resposta vasoconstritora de Ang II, confirmado 
pelo aumento da dAUC de NO. Sustentando esta hipótese, estudo mostrou em ratos 
SHR que uma única sessão de exercício aumenta a fosforilação da eNOS, fato 
associado a diminuição da pressão em função do exercício (Lee et al., 2009). 
Entretanto, outros estudos apresentaram aumento na expressão vascular de eNOS 
em decorrência do exercício físico crônico e consequentemente levando a uma 
melhora na vasodilatação dependente do endotélio (Kuru et al., 2009; McAllister RM, 
Price EM, 2010). 
 
Adicionalmente, no presente estudo, o aumento na biodisponibilidade de NO no grupo 
ON pode ter sido decorrente do aumento da capacidade anti-oxidante, haja visto que 
neste grupo houve aumento na expressão da Mn SOD 2 e diminuição das espécies 
reativas de oxigênio quando comparado ao animal OVX. Por exemplo, Rajagopalan e 
colaboradores (1996) mostraram que doses farmacológicas de Ang II aumentou a 
tensão e os níveis de ânion superóxido via NAD(P)H oxidase em segmentos aórticos 
de ratos, enquanto a infusão de norepinefrina resultou em aumento similar a Ang II, 
sem modificação nos níveis de ânion superóxido. No entanto, o aumento de enzimas 
anti-oxidantes como a superóxido dismutase extracelular e mitocondrial (ecMg SOD e 
Mn SOD), diminui a formação de ânion superóxido, aumentando a biodisponibilidade 
de NO (Strehlow et al., 2003). Em trabalho recente de nosso grupo, Claudio et al. 
(2013), mostraram aumento na expressão de enzimas anti-oxidantes, tais quais, a 
isoforma citoplasmática da SOD1 e catalase em artérias coronárias de ratas 
normotensas treinadas por meio de natação e/ou terapia de reposição hormonal com 
E2 com protocolo idêntico ao do presente trabalho. Contudo, neste trabalho não foi 
encontrado diferença na expressão da Mn SOD2 (Claudio et al. 2013).  
  
 
Estes resultados nos permitem admitir que no grupo ON o efeito contrarregulatório de 
Ang II ocorreu devido aumento na expressão da Mn SOD2 e receptor AT2. Contudo, 
no grupo ON (assim como no grupo OE2+N) quando este receptor esteve bloqueado 
pelo PD123319, não houve modificação na resposta tensora de Ang II, no qual 
especulamos o eixo Ang(1-7)/ECA2/Mas exercendo este efeito contrarregulatório sob 
estas condições. Suportando esta hipótese, estudo mostrou que a Ang-(1-7) pode 
antagonizar o efeito pressor da Ang II (Mahon et al. 1994) e ainda este peptídeo 
reduziu o aumento [Ca2+]I promovido pela Ang II e Ang IV em celulas mesangiais 
(Chansel et al. 2001). Por fim, outros estudos mostraram que a Ang-(1-7) é um 
modulador intracellular da Ang II, antagonizando a ativação da proteina kinase C e 
ERK 1/2 em células de musculo liso vascular (Zhu et al. 2002) e atenuando a geração 
das espécies reativas de oxigênio induzidas pela Ang II (Sampaio et al. 2007a). 
 
Efeitos da Terapia de Reposição Hormonal com E2 e/ou Treinamento Físico Crônico 
de Natação sobre a Reatividade Vascular de Aorta à Angiotensina 1-7 de Ratas SHR 
Ovariectomizadas 
 
Por conseguinte, buscamos estudar os efeitos do exercício físico por meio de 
protocolo de natação e/ou Terapia de Reposição Hormonal com E2 sobre a 
reatividade vascular de aorta à Ang-(1-7) em fêmeas SHR ovariectomizadas.  
 
O resultado de estudo conduzido com ratas prenhas (período no qual os níveis de 
estrogênio aumentam significativamente para que haja a manutenção da gestação) 
mostrou aumento na vasodilatação à Ang-(1-7) em artérias mesentéricas de 
resistência quando comparado às ratas virgens (Neves et al., 2003). Por outro lado, 
em ratas ovariectomizadas submetidas à TE2 com baixas concentração de estrogênio, 
não foi encontrada alteração na resposta vasodilatadora a Ang-(1-7) em anéis de aorta 
(Grobe e Katovich, 2006). Nossos resultados mostraram que as ratas OVX 
apresentaram prejuízo na vasodilatação mediada pela Ang-(1-7) quando comparado 
aos grupos S. Ademais, a Terapia de Reposição Hormonal com E2 não foi capaz de 
modificar esta resposta no grupo OE2. Por conseguinte, a partir destes dados, 
podemos sugerir que a reposição exógena de E2 não exerce o mesmo efeito que o E2 
  
endógeno ou a concentração e o tipo de estrogênio utilizado na terapia pode repercutir 
fisiologicamente diferente. Neste sentido, nossos resultados mostraram que o grupo 
OE2+N não apresentou diferença na resposta vasodilatadora a Ang-(1-7) quando 
comparado ao grupo ON, ou seja, mostrando que a TE2 não exerceu efeito adicional 
nesta resposta. No entanto, ambos os grupos treinados, ON e OE2+N, melhoraram 
esta resposta comparados ao grupo OVX, sendo este efeito acompanhado pelo 
aumento na expressão do receptor Mas em ambos os grupos. Similarmente, em 
machos SHR o treinamento crônico de natação foi capaz de aumentar a resposta 
vasodilatadora a Ang-(1-7) em anéis de aorta (Silva et al., 2011), assim como 
aumentou a expressão do RNAm e da proteína do receptor Mas no ventrículo esquerdo 
(Gomes Filho et al., 2008). Além disso, notamos aumento de Ang-(1-7) no endotélio do 
segmento aórtico do animal ON e OE2+N, sugerindo que este efeito pode ter sido 
mais ativo in vivo. Fernandes et al. (2011) encontraram em fêmeas submetidas ao 
modelo de hipertensão 2 rins 1 clipe (2K1C) aumento da expressão cardíaca de Ang-
(1-7) e ECA2 em decorrência do treinamento crônico de natação.  
 
Sabe-se que a Ang-(1-7) possui pouca afinidade com o receptor AT2 (Rowe et al. 
1995). Entretanto, estudos evidenciaram a existência de oligomerizacão ou interação 
funcional entre os receptores de Ang-(1-7) e Ang II (Castro  et al., 2005; Roks et al., 
1999). Neste sentido, Walters e seus colaboradores (2005) mostraram em ratos SHR, 
que o tratamento com candesartan, bloqueador de AT1, associado à Ang-(1-7) 
promove atenuação da pressão arterial, efeito este que se manteve inalterado 
mediante a associação com A779 e extinto com PD123319, sugerindo um possível 
efeito vasodepressor da Ang-(1-7) via receptor AT2. Além disso, outro estudo 
demonstrou maior seletividade dos receptores AT2 para Ang-(1-7) comparado a Ang II 
na membrana basolateral do túbulo proximal (De Souza et al., 2004). Ademais, a via 
pela qual parece ocorrer este efeito vasodepressor de Ang-(1-7) via AT2, postula-se 
ser mediada pelos receptores de bradicinina e NO, mecanismo já evidenciado em 
artérias coronárias de porco (Li et al., 1997; Gorelik et al., 1998; Brosnihan et al., 1996; 
Paula et al., 1995). Por fim, foi reportado em cultura de célula endotelial bovina 
vasodilatação via Ang-(1-7), por um mecanismo dependente da via bradicinina/NO, 
que foi atenuado quase completamente utilizando antagonista de AT2 (Heitsch et al., 
2001). Estes dados explicam os resultados encontrados em nosso estudo, uma vez 
que a incubação dos anéis de aorta associada ao bloqueador do receptor AT2, 
PD123319, atenuou notoriamente o efeito vasodilatador promovido pela Ang-(1-7) dos 
  
grupos ON e OE2+N comparados ao OVX, nos levando a acreditar que este efeito 
vasodilatador de Ang-(1-7) ocorreu via AT2. 
 
Estudo prévio não demonstrou efeito depressor do CGP42112, agonista de AT2, em 
animais tratados com doses altas de candesartan (Barber et al., 1999). No entanto, 
outro trabalho mostrou vasodilatação de Ang-(1-7) via AT2 em ratos SHR tratados com 
candesartan (Walters et al., 2005). Estes pesquisadores sugeriram maior seletividade 
do receptor AT2 pela Ang-(1-7) neste modelo animal de hipertensão (Walters et al., 
2005). Contudo, os trabalhos referidos foram realizados com machos e utilizamos em 
nosso estudo fêmeas, postulando uma possível resposta adicional ao exercício físico 
da TE2 no grupo OE2+N. Nossos resultados mostraram aumento na expressão do 
receptor AT2 nos grupos ON e OE2+N, assim de acordo com o que foi abordado 
anteriormente, este pode ter sido um dos fatores que restabeleceu a resposta 
vasodilatadora de Ang-(1-7) nestes grupos. Todavia, não foi evidenciado em nosso 
trabalho, nenhum efeito adicional do E2 ao treinamento físico, visto que não houve 
diferença na resposta vasodilatadora da dose máxima entre os grupos S, ON e 
OE2+N. Por outro lado, o estrogênio endógeno, mas não o exógeno, parece exercer 
efeitos nesta adaptação, uma vez que o grupo S apresentou maior resposta dilatadora 
comparada a OVX.   
 
Outro resultado que nos chamou atenção foi a curva concentração-resposta de Ang-
(1-7) mediante bloqueio do receptor Mas, com A779. Nossos resultados evidenciaram 
vasodilatação dose-dependente em todos os grupos e não foi encontrada diferença na 
dAUC quando comparada às curvas de Ang-(1-7). Ainda, foi encontrada maior 
vasodilatação no grupo S comparado ao OVX, mas não havendo diferença entre o 
OVX e OE2. Por fim, as ratas ovariectomizadas treinadas apresentaram melhoria do 
efeito vasodilatador via Ang-(1-7), uma vez que o grupo ON e OE2+N apresentou 
aumento significativo na vasodilatação comparado ao OVX.  
 
Santos e colaboradores (2003) identificaram o receptor Mas como o sítio ligante para a 
Ang-(1-7) e ainda mostraram efeito vasodilatador via Ang-(1-7) em anéis de aorta. 
Desta forma, estudo que utilizou os antagonistas do receptor Mas, D-Pro7- Ang-(1-7) e 
A779, evidenciou resposta similar na inibição da dilatação induzida pela Ang-(1-7), 
sugerindo que o efeito inibitório destes antagonistas ocorre no mesmo sítio de ligação 
  
(Santos et al., 2003). No entanto, o bloqueio do receptor Mas com A779 ou D-Pro7-
Ang-(1-7), assim como em camundongos knockout para Mas, este efeito vasodilatador 
de Ang-(1-7) foi completamente abolido em anéis de aorta de camundongos (Lemos et 
al., 2005). Por fim, outro estudo demonstrou pouca alteração da resposta 
vasodilatadora de Ang-(1-7) em anéis de aorta quando realizado o bloqueio do 
Receptor Mas. Por exemplo, Silva e colaboradores (2007) demonstraram que a 
vasodilatação induzida pela Ang-(1-7) foi completamente abolida pelo antagonista do 
receptor Mas, D-Pro7-Ang-(1-7), mas não pelo A779, em anéis de aorta de ratas 
Sprague-Dawley. Cabe ressaltar, que a incubação com A779 (10µM) foi realizada vinte 
minutos antes da pré-constrição com fenilefrina (concentração cem vezes maior que a 
necessária para promover o bloqueio completo do receptor Mas em anéis de aorta de 
camundongos) (Silva et al., 2007), sendo a mesma concentração usada em nosso 
estudo. Por outro lado, estes autores especularam existir um subtipo de receptor para 
Ang-(1-7) (Silva et al., 2007) ou esta resposta pode depender do leito vascular e 
espécie estudada (Santos et al., 2003). Entretanto, não foi encontrado estudo 
envolvendo fêmeas SHR e reatividade vascular de aorta a Ang-(1-7) mediante 
bloqueio do receptor Mas nos bancos de dados consultados, para que pudéssemos 
comparar os resultados do presente estudo com achados prévios. Contudo, Silva e 
seus colaboradores (2011) ao avaliar a reatividade vascular de aorta de ratos SHR 
treinados por meio de natação durante 8 semanas, evidenciaram abolição da resposta 
vasodilatadora de Ang-(1-7) quando os anéis foram encubados com A779 (0,1µM) ou 
D-Pro7-Ang-(1-7). Desta forma, baseados nestes estudos supracitados e em nossos 
achados, podemos sugerir que fêmeas, mas não machos, independente da linhagem, 
podem apresentar um subtipo de receptor para Ang-(1-7) capaz de provocar 
vasodilatação.  
 
Estudo prévio realizado com artéria isolada mesentérica mostrou que o estrogênio 
aumenta a resposta vasodilatadora a Ang-(1-7) tanto em ratas intactas, quanto 
ovariectomizadas tratadas com E2 (Neves et al., 2004). Nossos resultados, também 
evidenciaram vasodilatação significativamente maior a Ang-(1-7) no grupo S quando 
comparado ao grupo OVX mediante bloqueio do receptor Mas. Contudo, a TE2 não 
reestabeleceu esta resposta. Os motivos desta diferença entre os nossos resultados e 
o de Neves et al.(2004), pode ser devido a linhagem de ratas utilizadas (SHR vs. 
Sprague Dawley) e concentração de E2 utilizado na terapia, já que no nosso estudo os 
níveis de E2 não foram diferentes entre os grupos que receberam a terapia e o S, 
enquanto no outro estudo em questão os níveis deste hormônio foram até vinte e três 
  
vezes maior que o grupo de animais intactos. Ademais, o exercício físico, 
independente da TE2, apresentou maior resposta vasodilatadora de Ang-(1-7) na 
presença de A779, sendo que os grupos ON e OE2+N apresentaram vasodilatação 
significativamente maior que o grupo OVX. Estes resultados funcionais corroboram 
com nossos achados dos estudos bioquímicos, uma vez que estes grupos 
apresentaram aumento da expressão do receptor Mas quando comparado aos demais 
grupos. Entretanto, o antagonista deste receptor estava incubado nos banhos, A779, 
podendo está ligação ter ocorrido em um subtipo do receptor Mas, conforme sugerido 
anteriormente. Esta nossa hipótese de que este possível subtipo de receptor está 
presente somente em fêmeas é sustentado, pelas bservações em machos SHR, o 
treinamento crônico de natação aumenta a resposta vasodilatadora a Ang-(1-7) e o 
bloqueio do receptor Mas com A779 ou D-Pro7- Ang-(1-7) abole completamente a 
resposta vasodilatadora de Ang-(1-7) (Silva et al., 2011). Desta forma, outros 
experimentos devem ser realizados para que possamos explorar mais estas 
informações.  
 
Estudos prévios demonstraram que o receptor AT2 é contrarregulatório das ações 
vasoconstritoras de Ang II via AT1, assim dentre uma dessas ações destaca-se a 
vasodilatação. Embora a via ainda não esteja completamente esclarecida, especula-se 
ocorrer por um mecanismo endotélio-dependente, envolvendo receptores de 
Bradicinina do tipo 2 (BK2), NO e guanosina cíclica 3’,5’-monofosfato (Siragy HM, 
Carey RM, 1996; Siragy HM, Carey RM, 1997; Hannan et al., 2003). Similarmente, a 
via pela qual a Ang-(1-7) promove seu efeito vasodilatador por meio do receptor Mas 
ainda não está inteiramente elucidada, mas há forte indício que ocorra intermediado 
pelo NO, no qual este receptor promove a estimulação da eNOS no fragmento de 
serina1177 e sua inibição pela desfosforilacao na treonina 495 (Sampaio et al. 2007). 
Estes efeitos parecem ser mediados pela via da PI3K-Akt (Sampaio et al. 2007).  Além 
disso, Ang-(1-7) potencializa a resposta vasodilatadora de Bradicinina (Fernandes et 
al., 2001). Por sua vez, avaliamos a resposta vasodilatadora de Ang-(1-7) mediante o 
bloqueio das isoformas da NOS, com L-NAME e houve quase completa inibição da 
resposta vasodilatadora de Ang-(1-7) em todos os grupos, de forma que não foi 
encontrada diferença na curva concentração-resposta de Ang-(1-7) entre os grupos 
quando realizado este bloqueio. Desta forma, podemos sugerir que a resposta 
vasodilatadora de Ang-(1-7) ocorreu via Mas ou AT2, sendo o NO o principal mediador 
desta resposta. Além disso, especulamos que no grupo ON a resposta vasodilatadora 
de NO ocorreu via da PI3K-Akt, haja visto que este grupo apresentou aumento 
  
significativo da Akt fosforilada no fragmento de serina 473. Esta ativação da eNOS, 
pela PI3K-Akt via Mas,  foi reportada como sendo um possível mecanismo pelo qual o 
receptor Mas promove vasodilatação, conforme estudo prévio já havia relatado 
(Sampaio et al. 2007).  
 
O vaso sanguíneo é o local mais importante para a formação e as ações da Ang-(1-7) 
(Santos et al., 2000). Assim, como pôde ser observado na marcação 
imunohistoquímica houve um aumento na expressão de Ang-(1-7) no endotélio da 
aorta em todos os animais, com exceção do animal OVX e OE2. Assim, podemos 
dizer que o produto final da reação catalisada pela ECA2, esteve aumentada nos 
animais S, ON e OE2+N. Além disso, os grupos ON e OE2+N apresentaram aumento 
na expressão de Mas. Assim, podemos sugerir que o eixo vasodilatador ECA2/Ang-(1-
7)/Mas esteve mais ativo nos grupos de animais treinados in vivo. No entanto, não 
avaliamos quantitativamente a expressão de Ang-(1-7) na parede da aorta dos grupos 
e desta forma não podemos fazer nenhuma inferência para os grupos. Outros estudos 
utilizando o protocolo de natação para treinamento físico de encontraram alterações 
no eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas, tais quais, aumento na expressão e atividade de ECA2, 
com significativo aumento de Ang-(1-7) no ventrículo esquerdo de ratas normotensas 
(Fernandes et al.,  2011); aumento de Ang-(1-7) e expressão do RNAm do receptor 
Mas no ventrículo esquerdo tanto de machos SHR (Gomes Filho et al., 2008), quanto 
em fêmeas hipertensas 2K1C (Shah et al., 2012); aumento na expressão do receptor 
Mas em aorta de ratos SHR (Silva et al., 2011). 
 
Outro ponto importante a ser ressaltado, refere-se ao estresse oxidativo, no qual foi 
avaliado qualitativamente pela marcação fluorescente ao DHE. Notoriamente, 
podemos perceber que o animal OVX apresentou aumento na produção das espécies 
reativas de oxigênio comparado aos demais animais, ou seja, podemos sugerir que 
tanto o estradiol, assim como o treinamento físico foi efetivo em diminuir o estresse 
oxidativo. Yung et al. (2011) reportaram que o aumento nas espécies reativas de 
oxigênio causados pelo aumento na expressão das subunidades gp91phox  e p22phox da 
NAD(P)H oxidase e do receptor AT1 em ratas ovariectomizadas é um dos principais 
fatores responsáveis pela disfunção endotelial, repercutindo em prejuízo na 
reatividade vascular. Por conseguinte, a estimulação de AT1 pela Ang II estimula a 
NAD(P)H oxidase, resultando em aumento na geração do ânion superóxido (Yung et 
al., 2011). Por outro lado, avaliamos a expressão da enzima Mn SOD2 na parede da 
  
aorta e encontramos aumento significativo somente no grupo ON, por sua vez 
mostrando que o exercício físico, mas não quando associado a TE2, promove 
melhoria em uma importante enzima do sistema anti-oxidante. Graham DA e Rush 
JWE (2004) não encontraram alteração na expressão de enzimas anti-oxidantes, tais 
quais, SOD 1, SOD 2 e catalase em ratos SHR treinados cronicamente por meio de 
protocolo de corrida. No entanto, outro estudo reportou em ratos SHR treinados 
aumento da atividade da SOD e catalase, contribuindo para diminuição na produção 
das espécies reativas de oxigênio (Gu et al., 2013). Estudos conduzidos com fêmea 
mostraram aumento da isoforma EC Cu/Zn-SOD1, não havendo diferença na 
expressão da Mn SOD 2 em decorrência do treinamento físico, mas não havendo 
efeito somatório quando este tratamento foi associado a TE2 (Claudio et al, 2013). 
 
Interessante notar, que ambos os receptores envolvidos com os mecanismos 
vasodilatadores do SRA, ocorrem via NO e a diminuição das espécies reativas de 
oxigênio como o ânion superóxido, devido o aumento de enzimas envolvidas no 
sistema anti-oxidante, podem aumentar a biodisponibilidade deste agente 
vasodilatador. Particularmente, em nosso estudo, o aumento da Mn SOD2, pode ter 
aumentado a eficiência contraregulatória do receptor Mas e AT2, através de aumento 
na biodisponibilidade de NO. Outro estudo mostrou em SHR treinados diminuição da 
expressão da subunidade gp91phox, aumentando a síntese de NO derivado do 
endotélio, resultando em melhoria da vasodilatação dependente do endotélio (Graham 
e Rush, 2004). Ainda, outro trabalho conduzido com machos SHR, mostrou que o 
treinamento físico de esteira promoveu atenuação da atividade simpática sobre o 
coração e hipertrofia cardíaca, como resultado da diminuição do estresse oxidativo e 
consequente aumento na biodisponibilidade de NO (Bertagnolli et al., 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
6 CONCLUSAO 
 
 
Os dados estatísticos apontam números alarmantes na incidência de doenças 
cardiovasculares ao qual as mulheres são acometidas na pós-menopausa. Por sua 
vez, pesquisas clínicas e experimentais buscando elucidar a razão destes números 
mostram uma íntima associação entre os baixos níveis de E2 e estas doenças, dentre 
as quais destaca-se a hipertensão arterial. 
 
A hipertensão arterial apresenta um aumento na atividade e expressão dos 
componentes do SRA. No entanto, tanto a terapia estrogênica, quanto o exercício 
físico crônico causam importantes alterações neste sistema, colaborando para diminuir 
a progressão desta doença.  
 
Utilizamos em nosso estudo, ratas SHR ovariectomizadas, para estudar os efeitos da 
terapia estrogênica, assim como do treinamento físico crônico aeróbio, na reatividade 
de artéria aorta, focando na modulação do Sistema Renina-Angiotensina. Os 
resultados apontaram que o treinamento crônico de natação, assim como a sua 
associação à terapia estrogênica, levaram a atenuaç ão da pressão arterial em 
condições de repouso. Estas modificações foram acompanhadas de aumento nos 
níveis plasmáticos de Ang II. Por sua vez, o exercício físico, repercutiu positivamente 
sobre a reatividade vascular de aorta, atenuando o efeito pressórico da angiotensina II 
e melhorando a resposta vasodilatadora mediada pela Ang-(1-7). Paralelamente, estas 
modificações funcionais foram seguidas de importantes alterações moleculares no 
SRA e até mesmo no sistema anti-oxidante. Contudo, destacamos o fato da interação 
entre os dois tratamentos empregados em nosso estudo não terem promovido efeitos 
somatórios nestas respostas, ou seja, nossos achados mostraram que o exercício 
físico, assim como a sua associação com a TE2 apresentaram respostas similares 
sobre o SRA e sua repercussão na reatividade vascular de aorta. Assim, colocando o 
exercício físico em posição de destaque como uma nova medida terapêutica para 
controle das doenças cardiovasculares pós-menopausa, tal qual a hipertensão arterial. 
  
Cabe ressaltar, que a  terapia de reposição hormonal é uma medida de custo elevado 
para a sociedade e de acordo com o resultado de alguns estudos, os seus efeitos 
  
benéficos para a saúde física feminina ainda são controversos. Desta forma, outros 
estudos desta natureza, devem ser realizados para avaliar a eficiência do exercício 
como medida adjuvante no tratamento de doenças como a hipertensão, visto que este, 
é uma intervenção de baixo custo; não-farmacológica e com inúmeros efeitos positivos 
para a manutenção da integridade física de mulheres. 
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